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Der Androgenrezeptor (AR) ist das primäre Ziel der Prostatakrebs (PCa)-Hormontherapie. 
Eine Hemmung der AR-Aktivität durch Verringerung der Androgene sowie Behandlung mit 
AR-Antagonisten inhibiert anfänglich das PCa-Wachstum. Das Problem einer 
Resistenzentwicklung erfolgt jedoch häufig und basiert auf einer zum Teil 
androgenunabhängigen Reaktivierung des ARs, welcher essentiell für das Tumorwachstum 
ist und das hauptsächliche Angriffsziel bleibt. Die Mechanismen dieser sogenannten 
Kastrationsresistenz sind neben einer erhöhten intrakrinen Androgenproduktion sowie 
Mutationen des ARs auch dessen Überexpression. Diese und andere Veränderungen führen 
zu einem relativen Mangel an funktionellen AR-Corepressoren (CoR), welche den AR 
transkriptionell hemmen. Dieser Verlust bewirkt schließlich eine erhöhte AR Aktivierung. 
Ziel der Arbeit ist es, das CoR-Defizit mit AR-spezifischen, zellpermeablen CoR-Peptiden, 
bestehend aus Fusionen mit einer Proteintransduktions (PTD)-, einer spezifischen AR-Binde- 
sowie einer Transrepressionsdomäne auszugleichen und so das Wachstum 
androgenabhängiger (LNCaP) und –unabhängiger (C4-2) PCa-Zellen zu hemmen.  
Als spezifische AR-Bindedomänen wurden zwei Ansätze getestet. Zum einen diente der 
humane CoR LCoR als Grundlage. Es konnten zwei spezifische und voneinander unabhängig 
AR-bindende Regionen bestätigt werden. Außerdem wurde eine Verstärkung der LCoR-
vermittelten Repression (LCoR-Repression) durch das Androgen R1881 festgestellt, wobei 
vermutlich die erhöhte Interaktion mit der AR-DNA-Bindedomäne verantwortlich ist. 
Aufgrund der sehr komplexen und gegensätzlichen Regulation in den humanen PCa- 
Zelllinien LNCaP und C4-2 durch die Interferenz mit der Kastrationsresistenz-assoziierten Src-
Kinase stellte sich LCoR jedoch als ungeeignet zur konstanten AR Inhibierung heraus.  
Hingegen zeigten zwei Peptidaptamer-basierte CoR (PAB-CoR)-Peptide sehr 
vielversprechende Effekte, wobei zunächst deren Expression sowie Aufreinigungseffizienz, 
die Optimierung der PTD-Sequenz und die Erhöhung der Löslichkeit im Vordergrund standen. 
Insbesondere PAB-CoR TAT-513 inhibierte effizient, spezifisch und gezielt das Wachstum der 
AR-positiven PCa-Zellen im nanomolaren Bereich. In LNCaP-Zellen konnte ein G1-Arrest, 
unabhängig von zellulärer Seneszenz, und die Induktion von Apoptose nachgewiesen 




dessen Funktion sowie damit einhergehend auf die Regulation AR-gesteuerter 
Zellzyklusproteine zurückzuführen.  
Zusätzlich wurden eine Liganden-unspezifische AR-Punktmutante sowie eine konstitutiv-
aktive Deletionsmutante, welche bei kastrationsresistenten Tumoren häufig auftritt, effizient 
gehemmt. Ein weiterer Vorteil besteht in der unveränderten AR Hemmung durch TAT-513 
trotz einer aktiven Kastrationsresistenz-assoziierten Kinase. Darüber hinaus zeigte dieses 
PAB-CoR Peptid eine erhöhte AR-Bindung in Gegenwart von Androgenen. Mit diesen 
Eigenschaften könnten kastrations- und antagonistresistente PCa-Zellen vermieden bzw. 
gehemmt werden und so androgenunabhängiges Wachstum unterdrückt werden. 
Tatsächlich inhibierte TAT-513 das Wachstum der C4-2-Zellen ähnlich effizient wie das der 
LNCaP-Zellen. 
Im Endeffekt konnte mit TAT-513 ein vielversprechender neuer Ansatz zur Inhibierung des 
PCa-Wachstums in Form eines zellpermeablen Peptids verwirklicht werden, welches als AR-

















Das Prostatakarzinom (PCa, Prostate Cancer) ist das am häufigsten diagnostizierte Malignom 
und nach Lungenkrebs die zweithäufigste krebsassoziierte Todesursache bei Männern in den 
westlichen Industrieländern (Siegel et al., 2012). Der Androgenrezeptor (AR) ist ein Vertreter 
der Klasse I Kernhormonrezeptoren (KHR) bzw. der Steroidhormonrezeptoren. Er fungiert 
somit als androgenabhängiger Transkriptionsfaktor (TF), welcher für die Entwicklung und 
Funktion der Prostata, aber auch für die PCa-Tumorgenese und -Progression eine zentrale 
Rolle spielt. Dementsprechend werden neben einem chirurgischen Eingriff und 
Strahlentherapie lokal fortgeschrittene Tumore sowie metastasierenden Stadien durch eine 
Androgen-Depletions-Therapie (ADT), mittels chemischer Kastration, in Kombination mit AR-
Antagonisten behandelt. Letztere sollen für die vollständige Inhibierung der AR-Aktivität 
sorgen. Da die ADT nur die testikuläre und nicht die adrenale Androgensynthese hemmt, 
welche 10 % der Gesamtproduktion darstellt (Fuhrmann et al., 1998; Labrie et al., 1988), ist 
die Kombinationstherapie effektiver. Anfangs hemmt sie erfolgreich das Tumorwachstum, 
jedoch entwickelt sich oft innerhalb von 18 bis 36 Monaten ein kastrationsresistentes PCa 
(CRPC, Castration Resistant Prostate Cancer)-Stadium aufgrund der androgenunabhängigen 
AR Reaktivierung (Knudsen und Kelly, 2011; Denmeade und Isaacs, 2002; Feldman und 
Feldman, 2001). Somit behält der AR, unabhängig von Androgenen, die übergeordnete 
Funktion in der Förderung der CRPC Zellproliferation (Garraway und Sellers, 2006; Liao et al., 
2005), wodurch die Suche nach neuen Mechanismen zur AR Inhibierung bei resistentem 
Tumorwachstum von großer Bedeutung und der Ansatz dieser Arbeit ist. 
 
2.1) Androgenrezeptor (AR) Struktur und Funktion 
Das AR-Protein, kodiert durch acht Exons, ist 110 kDa groß und besteht aus vier funktionell 
verschiedenen Domänen (Abb. 2.1), der wenig konservierten N-terminalen Domäne (NTD), 
der hochkonservierten DNA-Bindedomäne (DBD), der Hinge-Region und der mäßig 
konservierten Liganden-Bindedomäne (LBD). Die 50 Aminosäure (AS) Hinge-Region trennt 
die DBD von der LBD und enthält eine Hälfte des zweiteiligen ligandenabhängigen Nuclear 
Localization Signals (NLS) für die Translokation in den Zellkern. Die NTD gilt als konstitutiv-
aktiv und induziert die Transkription unabhängig von Androgenen in LBD-Deletionsmutanten 




bestehend aus den Transcriptional Activation Units (TAU) 1 und 5 (Jenster et al., 1995). 
Dabei ist Letztere anhand der core Sequenz WHTLF (AS 433-437) hauptsächlich für die 
konstitutive Transaktivierungsfunktion und 50 % der deregulierten AR-Aktivität in CRPC-
Zellen verantwortlich (Dehm et al., 2007). Die DNA-Bindung wird durch zwei Zinkfinger-
Domänen realisiert, während die zweite außerdem die AR-Homodimerisierung vermittelt 
(Umesono und Evans, 1989). Die Ligandenbindung durch die LBD stellt einen primären 
Kontrollmechanismus der AR-Signaltransduktion dar. Ähnlich der AF-1 Region in der NTD, 
interagiert auch die in der LBD lokalisierte AF-2 mit LxxLL-haltigen Coregulatoren, wie z. B. 
Coaktivatoren (CoA) der Steroid Receptor Coactivator (SRC) Familie. Außerdem bindet AF-2 
die FQNLF (AS 23-27) und WHTLF Motive für die intra- bzw. intermolekulare N-C-terminale 
(N-C)-Interaktion, welche für eine optimale Transaktivierung nötig ist (Duff et al., 2006; 




Abb. 2.1) Struktur des AR-Gens und -Proteins 
Schematische Darstellung des AR-Gens, bestehend aus acht Exons, und der entsprechenden 
funktionellen Domänen des AR-Proteins unter Angabe der AS Position. Des Weiteren sind die 
Aktivierungsfunktionen (AF)-1, einschließlich der Transcriptional Activation Units (TAU)-1 und -5, 
sowie AF-2 gezeigt. Lonergan und Tindall (2011). 
 
In Abwesenheit von AR-Liganden befindet sich der AR im Cytoplasma, assoziiert an 
Hitzeschockproteinen (HSP), welche den Rezeptor in einer inaktiven und gleichzeitig hoch-
responsiven Konformation halten und den AR außerdem vor Proteolyse schützen 
(Hessenkemper und Baniahmad, 2013; Edwards und Bartlett, 2005). Nach Diffusion in die 
Zellen wird Testosteron (T) durch die in der Prostata stark exprimierte 5-alpha-Reduktase zu 
Dihydrotestosteron (DHT) konvertiert. Die Bindung von Liganden an die AR-LBD induziert 
eine Konformationsänderung, wobei eine hydrophobe Tasche die Protein-Protein-




LxxLL-haltigen CoA, vermittelt jedoch bei dem AR vorwiegend die intramolekulare 
Interaktion mit den entsprechenden N-terminalen Sequenzen (Lonergan und Tindall, 2011). 
Daraufhin folgt die Translokation in den Zellkern und der Wechsel zur DBD-abhängigen 
intermolekularen N-C-Interaktion, bevor die Bindung an Androgen Response Elements (ARE) 
innerhalb der regulatorischen Regionen von AR-Zielgenen erfolgt (van Royen et al., 2012).  
Die AR-Homodimerisierung könnte eine Rolle für die Translokation spielen, wobei die N-C-
Interaktion vermutlich durch Bindung der DNA aufgelöst wird und dadurch CoA mit den 
entsprechenden Sequenzen interagieren können (Yuan et al., 2013). Der transkriptions-
aktivierende Komplex wird schließlich durch die sequenzielle Rekrutierung von CoA an die 
AF-Domänen der AR-NTD und LBD aufgebaut. CoA binden die DNA selbst nicht, sondern 
bewirken ein Chromatin Remodelling entweder intrinsisch oder durch Rekrutierung von 
Histonacetyltranferasen (HAT) wie CREB (cAMP Response Element binding) binding Protein 
(CBP), Histonmethyltransferasen oder der Lysine specific Demethylase 1 (LSD 1), so dass der 
Transkriptionsinitiationskomplex binden kann (Lonergan und Tindall, 2011; Abb. 2.2).  
Die normale Rolle der Androgene in der Prostata besteht in der Funktionssteuerung der 
luminalen Epithelzellen. Dementsprechend werden das als Diagnosemarker verwendete 
prostataspezifische Antigen (PSA) sowie Metabolismus-assoziierte Proteine vom AR 
transkriptionell aktiviert (Massie et al., 2011). Interessant ist, dass, obwohl Androgene 
eindeutig das PCa-Wachstum induzieren, die meisten androgenresponsiven Zellzyklus-Gene 
jedoch nicht direkt durch den AR reguliert werden (Yuan et al., 2013). Ein Mechanismus der 
Zellzyklusprogression durch den androgengebundenen AR ist die Transkriptions-
unabhängige Aktivierung von mTOR und folglich eine Steigerung der Translation von 
D-Cyclinen sowie die Degradierung des Tumorsuppressors p27 (Yuan et al., 2013; Balk und 
Knudsen et al., 2008; Xu et al., 2006). Die mTOR Aktivierung erfolgt vermutlich durch die 
nicht-genomischen Effekte des androgengebundenen AR im Cytoplasma, welche auch als 
Rapid Signalling bezeichnet werden. Dabei werden Signalkaskaden, wie z. B. Src (Sarcoma 
Tyrosinkinase), u. a. durch einen Zellmembran-assoziierten AR aktiviert (Pedram et al., 2007; 
Chang et al., 2007; Heinlein und Chang, 2002; Peterziel et al., 1999). Dies führt zur 
Signaltransduktion über MAP Kinasen sowie PI3K, wodurch Akt phosphoryliert und 
schließlich mTOR aktiviert wird (Migliaccio et. al., 2000). 
Ein direktes Zellzyklus-assoziiertes AR-Zielgen ist hingegen p21 (Lu et al., 1999). Da p21 je 




der Cyclin D - CDK 4 Assemblierung den Zellzyklus stimuliert (Calderon et al., 2012; Balk und 
Knudsen, 2008), könnte dies ein Mechanismus der durch Androgene geförderten 
Proliferation sein. Des Weiteren vermittelt auch der im Prostatastroma schwach exprimierte 
AR durch Expressionssteigerung von Wachstumsfaktoren einen indirekten pro-proliferativen 
Effekt auf die Prostata-Epithelzellen (Yuan et al., 2013, Yan et al., 1992). 
Neben der sehr gut untersuchten AR-Funktion als Transkriptionsaktivator, führt der AR auch 
zur Genrepression, entweder indirekt durch Interaktion mit anderen TF oder unmittelbar 
durch Transrepression. Ein Beispiel für Ersteres ist die AR-Interaktion mit dem 
Spezifitätsprotein 1 (Sp1), wodurch u. a. die Expression des Proto-Onkogens c-MET 
unterdrückt wird (Verras et al., 2007; Curtin et al., 2001). Darüber hinaus hemmt der AR die 
Proliferations-involvierten TF c-JUN und SMAD3 (Grosse et al., 2012).  
Der androgengebundene AR fungiert hingegen als direkter Transkriptionsrepressor durch 
Rekrutierung von CoR wie z. B. des Ligand dependent CoR (LCoR) (Asim et al., 2011). Wie CoA 
binden CoR selbst nicht die DNA. Sie führen direkt oder indirekt u. a. über Rekrutierung von 
HDAC (Histondeacetylasen) zur lokalen Chromatinkondensation. Neuste Studien beweisen 
auch, dass die mit dem AR assozierte LSD 1, sowohl als CoA als auch CoR fungiert, wodurch 
der AR auch dessen eigene Genexpression negativ reguliert (Abb. 2.2; Cai et al., 2011). 
Weiterhin reprimiert der AR die Genexpression der Telomerase-Untereinheit hTERT 
(Moehren et al., 2008), des embryonalen Stammzellregulators Sox2 (Kregel et al., 2013) und 
der zwei prostataspezifischen Enzyme der Androgensynthese (AKR1C3 und HSD17B6). 
Letztere stellen mit der AR-Repression ein negatives Feedback des ARs dar, um dessen 
Niveau sowie das der intrazellulären Androgene an die Fluktuationen des Androgenspiegels 
im Serum anzupassen (Yuan et al., 2013). Auffällig ist, dass die AR-reprimierten Gene vor 
allem mit der Zellzyklusprogression assoziiert sind, was der normalen AR Rolle entspricht, die 
Differenzierung von Prostataepithelzellen und weniger deren Proliferation zu steuern. 
Die CoR Alien, Nuclear Receptor CoR (NCoR) und Silencing Mediator for Retinoid or Thyroid 
Receptors (SMRT) interagieren mit der NTD des androgengebundenen AR (Abb. 2.2). Dabei 
wird jedoch der AR nur mäßig inhibiert (Moehren et al., 2007; Yoon und Wong 2006; 
Hodgson et al., 2005; Dotzlaw et al., 2002). Währenddessen ist die verstärkte Rekrutierung 
dieser CoR ein wesentlicher Mechanismus bekannter AR-Antagonisten wie Cyproteronacetat 
(CPA), Hydroxyflutamid (OH-F) und Bicalutamid (Casodex), indem diese durch kompetitive 




2013; Moehren et al., 2007; Abb. 2.2). Hingegen wirken der natürliche AR Antagonist 
Atrarsäure sowie MDV3100, ein Antagonist der zweiten Generation mit höherer AR Affinität, 
über die Hemmung der AR N-C-Interaktion sowie Chromatinbindung (Atrarsäure: 




Abb. 2.2.) AR-Funktion nach Bindung von Androgenen sowie Antagonisten 
Durch Bindung von Androgenen (T, DHT) an den zytoplasmatischen, HSP-gebundenen AR wird eine 
Konformationsänderung der Helix 12 in der LBD vermittelt, wodurch diese die FQNLF Sequenz in der 
NTD bindet (N-C-Interaktion). Die anschließende Homodimerisierung trägt vermutlich zur AR-
Translokation bei. Der AR bindet dann die ARE an Regionen, wo zuvor der allgemeine „Pionier“-TF 
FoxA1 das Chromatin lokal dekondensiert hat. Anschließend erfolgt die Assemblierung eines 
Komplexes aus CoA (SRC, TRAP220) und Chromatin-modifizierenden Enzymen (CBP/p300, PCAF, 
CARM 1, LSD 1), wodurch die RNA Polymerase (RNA Pol II) binden kann. Der Bicalutamid-gebundene 
AR bindet die ARE transienter und rekrutiert anstelle von CoA vermehrt CoR (NCoR, SMRT). 
MDV3100 verringert die AR-Translokation und verhindert vermutlich aufgrund der gehemmten N-C-






2.2) Mechanismen der Prostatakrebs (PCa)-Progression 
Das negative Feedback des ARs stellt eine Strategie zur Anpassung und Überwindung der 
ADT dar, indem das geringe Androgenniveau durch Erhöhung der AR-Expression sowie der 
intratumoralen Androgensynthese kompensiert wird (Yuan et al., 2013). Schließlich spielen 
Veränderungen der dualen Funktion des ARs, als Transaktivator sowie Transrepressor, 
während der ADT eine entscheidende Rolle für die Progression zum CRPC. Anfangs werden 
die PCa-Zellen aufgrund der AR-vermittelten Steuerung des Metabolimus „ausgehungert“ 
und durch Inhibierung von mTOR in ihrem Wachstum gehemmt (Yuan et al., 2013). Jedoch 
wird die zunächst unterdrückte AR-Aktivität durch De-Repression der AR-Expression sowie 
der intrakrinen Androgenproduktion ausgeglichen. Die zum Teil wiederhergestellte AR-
Aktivität ist ausreichend für die Aufrechterhaltung der metabolischen Funktion, jedoch nicht 
für die Repression der AR negativ-regulierten pro-proliferativen Gene, so dass die PCa-Zellen 
schließlich kastrationsresistent wachsen (Abb. 2.3; Yuan et al., 2013).  
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Abb. 2.3) Die De-Repression von AR-Zielgenen, welche mit dem Zellzyklus sowie der AR- und 
Androgensynthese assoziiert sind, führt zur Kastrationsresistenz infolge der Androgendepletion 
A) In der Gegenwart testikulärer Androgenmengen wird in den androgenabhängigen (AD) PCa-Zellen 
das Wachstum durch den positiven Effekt auf metabolische Gene stimuliert, während die AR 
reprimierten DNA-Synthese- und Zellzyklus-assoziierten Gene durch die Aktivierung onkogener 
Signalwege überwogen werden. B) Die anfängliche Reaktion auf ADT ist die negative Regulation der 
metabolischen Gene, jedoch auch eine De-Repression der Gene für den AR, die Androgensynthese 
sowie für die DNA-Synthese und Proliferation. C) Bei der Progression zum CRPC tragen schließlich die 
erhöhte intratumorale Androgen- und AR-Synthese zur teilweise wiederhergestellten AR-Aktivität, 
einschließlich der metabolischen AR-Funktion, bei. Währenddessen reicht die AR-Aktivität nicht aus, 
gleichzeitig die normalerweise AR reprimierten Gene zu regulieren. Yuan et al. (2013). 
 
In diesem Zusammenhang zeigten Cai et al. (2011) weiterhin, dass der AR in Abhängigkeit 
des Androgenspiegels und durch Assoziation mit LSD 1 entweder als Transaktivator, bei 




Dementsprechend wirken hohe Androgenkonzentrationen anti-proliferativ, u. a. durch die 
Induktion zellulärer Seneszenz (Dissertation J. Rödiger, 2012; Mirochnik et al., 2012). Eine 
Wirksamkeit von Androgenzugaben bei PCa-Patienten ist allerdings unklar und aufgrund der 
Tumorheterogenität eingeschränkt (Yuan et al., 2013). Somit bleibt die Suche nach neuen 
Strategien zur AR Inhibierung das primäre Ziel. Allerdings entwickeln sich wie bei den 
herkömmlichen Antagonisten auch bei denen der zweiten Generation Resistenzen, trotz 
effektiver Wirkung bei AR-Überexpression (Li et al., 2013; Yuan et al., 2013).  
Für die Identifizierung neuer Angriffspunkte ist daher ein umfassendes Verständnis weiterer 
Mechanismen der Progression zu kastrationsresistentem Wachstum nötig. Neben der AR De-
Repression des AR-Gens selbst sowie der Androgensynthese-Gene infolge der ADT (Abb. 2.3) 
sind in 30 % der untersuchten CRPC-Fälle AR-Genamplifikationen für die AR-Überexpression 
verantwortlich, wodurch u. a.  Bicalutamid agonistisch wirkt (Waltering et al., 2012; Chen et 
al., 2004; Visakorpi et al., 1995). Des Weiteren selektieren die ADT sowie AR-Antagonisten 
mit einer Häufigkeit von 10 % bis 30 % in CRPC für gain of function Punktmutationen in der 
AR-LBD, so dass die Ligandenspezifität verbreitert ist und somit andere Steroide und 
entsprechende Antagonisten den AR aktivieren (Waltering et al., 2012; Hara et al., 2003; 
Taplin et al., 1999; Veldscholte et al., 1992). 
Ein weiterer neu entdeckter Mechanismus, um der AR Inhibierung durch die ADT sowie 
Antagonisten, welche beide auf die LBD abzielen, zu entgehen, ist die Expression von LBD-
negativen und folglich konstitutiv-aktiven AR-Splicevarianten. Es sind ca. zwölf dieser 
ligandenunabhängigen AR-Isoformen bekannt, welche durch alternatives Splicen und 
vorzeitigem Translationsstopp entstehen. Sie sind mit der Progression zu CRPC assoziiert (Li 
et al., 2013, Hu et al., 2012; Dehm und Tindall, 2011; Mostaghel et al., 2011), indem sie u. a. 
ein anderes Set an Genen transaktivieren, welche vorrangig der Androgensynthese sowie 
Zellzyklusgprogression dienen, während der f.l. AR metabolische Enzyme induziert (Hu et al., 
2012). Die zugrunde liegenden Mechanismen sind Veränderungen in der AR-Genstruktur (Li 
et al., 2012; Li et al., 2011; Sun et al., 2010), wobei eine Beteiligung des ARs selbst denkbar 
ist, ähnlich der Fusion des onkogenen ERG mit dem androgenregulierten TMPRSS2 
(Transmembranprotease, Serin 2)-Promotor. Diese Fusion tritt bereits in Krebsvorstadien 
auf, wodurch sie offensichtlich ein initiierender Faktor der Tumorgenese ist (Nyquist und 
Dehm, 2013). Neben den Umstrukturierungen des AR-Gens kann auch alternatives Splicen 




al., 2010). Diese Studien lassen außerdem eine Abhängigkeit der AR Splicecarianten vom f.l. 
AR vermuten, während andere Hinweise geben, dass das AR Isoform-vermittelte PCa-
Wachstum nicht den f.l. AR benötigt (Li et al., 2013; Barbieri et al., 2012; Hu et al., 2012). Die 
LBD-Deletionen sind ligandenunabhängig konstitutiv im Zellkern lokalisiert aufgrund des 
zusätzlich zur NLS fehlenden Nuclear Export Signals (Chan et al., 2012). Neben diesen 
transaktivierenden AR-Splicevarianten existiert auch eine LBD- sowie DBD-negative 
membrangebundene Isoform (AR8) in CRPC Zellen, welche die Assoziation von Src, f.l. AR, 
Estrogen Receptor (ER) und dem Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) bei EGF 
Behandlung erhöht. Infolge dessen wird der f.l. AR durch Src phosphoryliert (Y534) und 
somit dessen Transaktivierungsfunktion gesteigert, wodurch AR8 zur Androgen-
unabhängigkeit beiträgt (Yang et al., 2011).  
Generell zählt diese AR Aktivierung sowie Stabilisierung durch Src, welche in CRPC stärker 
aktiv ist (Xu et al., 2012), zu den weiteren Mechanismen einer ligandenunabhängigen AR 
Reaktivierung (Dai et al., 2010; Chang et al., 2007; Guo et al., 2006). In ähnlicher Weise sind 
auch andere Signalkaskaden, welche im Verlauf der PCa-Progression gesteigert sind, 
beteiligt, wie z. B. die Rezeptor-Tyrosinkinasen der Insulin-like-, Keratinozyten- und  
epidermalen Wachstumsfaktoren. Diese können den AR oder dessen CoA, wie z. B. SRC 1, 
durch Phosphorylierung aktivieren (Karantanos et al., 2013; McCall et al., 2008; Taplin, 
2007). Somit wird deutlich, dass CRPC-Zellen Überlebensmechanismen entwickelt haben, 
indem sie Androgenmangel sowie AR Inhibierung durch verstärkte Wechselwirkung zwischen 
dem AR und den autokrinen bzw. parakrinen Signalwegen kompensieren.  
In diesem Zusammenhang wurde auch gezeigt, dass die in androgenunabhängigen PCa-
Zellen vermehrt aktiven MAP Kinasen sowie die Proteinkinase A (PKA) zu einer verminderten 
Interaktion zwischen AR und SMRT führen (Dotzlaw et al., 2002; Eisold et al., 2009). Darüber 
hinaus bewirken MAP Kinasen ein Dissoziieren der für die Assemblierung eines 
Repressorkomplexes nötigen SMRT-Dimerisierung (Varlakhanova et al., 2011). Neben dieser 
Inaktivierung besteht außerdem aufgrund der AR-Überexpression ein relatives Defizit an 
CoR, welches zusätzlich durch die Hochregulation bzw. Aktivierung von CoA verursacht wird 
(Waltering et al., 2012; Chmelar et al., 2007). So führt Bicalutamid zur schwächeren 
Rekrutierung von NCoR in PCa-Zellen mit vermehrtem AR-Protein (Chen et al., 2004), 
während die Überexpression von SRC2 und SRC3 mit dem Auftreten von Rezidiven korreliert 




CoR SMRT und NCoR sowie EBP 1 (ErbB3 Binding Protein 1) zum kastrationsresistenten PCa-
Wachstum bei (Godoy et al., 2012; Zhang et al., 2008). Dementsprechend stellt der Verlust 
an funktionellen AR-CoR einen wesentlichen Mechanismus der Progression zum CRPC und 
folglich einen bedeutenden Ansatz für neue Strategien zur konstanten AR Inhibierung, 
unabhängig vom Expressionsstatus des ARs sowie dessen Coregulatoren dar. In dieser Arbeit 
sollten daher zellpermeable AR-spezifische Corepressorpeptide entwickelt werden, welche 
den endogenen Mangel ausgleichen bzw. vorbeugen und so den Erfolg der Therapie mit 
Antagonisten trotz vermehrter Aktivierung von Signalkaskaden, des ARs sowie der CoA 
verlängern könnten. Darüber hinaus wäre die gleichzeitige Hemmung der konstitutiv-aktiven 
LBD-negativen AR-Splicevarianten ein bedeutender Fortschritt bei bereits bestehendem 
CRPC. Noch aussichtsreicher sind jedoch CoR, welche den AR in Gegenwart von Androgenen 
inhibieren, wie z. B. LCoR (Asim et al., 2011), wodurch die ADT und Antagonisten überflüssig 
wären und entsprechende Resistenzen verhindert bzw. überwunden werden könnten.  
 
2.3) Der ligandenabhängige Corepressor LCoR als  Grundlage neuartiger CoR 
LCoR wird in nahezu allen fetalen und adulten Geweben exprimiert. LCoR bindet anhand des 
LxxLL Motivs die LBD der KHR und hemmt deren Transaktivierung durch Rekrutierung der 
coreprimierenden C-terminal-bindende Proteine (CtBP) sowie HDAC 3 und 6 (Palijan et al., 
2009a; b; Fernandes et al., 2003). Darüber hinaus ist LCoR auch mit LSD 1 assoziiert (Shi et 
al., 2003) und fungiert außerdem als CoR des TF Krüppel Like Factor 6 (KLF 6, Calderon et al, 
2012). LCoR interagiert im Gegensatz zu den anderen KHR unabhängig vom LxxLL Motiv mit 
der DBD des ARs (Asim et al., 2011), wodurch es hinsichtlich der LBD-negativen AR-
Isoformen sehr vielversprechend für eine umfassende AR Inhibierung wäre. Aufgrund der 
LCoR Verbreitung und vielfältigen Interaktion mit TF sind eingegrenzte AR-spezifisch 
bindende LCoR  Domänen, für welche Asim et al. (2011) Hinweise lieferten, als Basis 
neuartiger CoR sinnvoll. An diese sollte die Fusion einer Transrepressionsdomäne, z. B. 
SUMO (Small Ubiquitin Like Modifier) erfolgen.  
SUMO wird an Lysine mit entsprechender Erkennungssequenz im Protein kovalent 
gebunden, was verschiedene Konsequenzen auf die Proteindegradierung und -Lokalisierung 
haben kann (Hay, 2005). Es besitzt jedoch ein starkes Potenzial zur transkriptionellen 
Repression, unabhängig von der SUMOylierungsfunktion (Reeb und Gerlach et al., 2011; 




von CoA, die Rekrutierung von CoR, verbunden mit Histon-Deacetylierung und 
-(De-)Methylierung sowie anderen Chromatin-modifizierenden Komplexen, diskutiert 
(Treuter und Venteclef, 2011). Des Weiteren wirkt SUMO Protein-stabilisierend und ist nicht 
zytotoxisch (Roisin et al., 2004). Insofern ist die SUMOylieringsmutante SUMOG97A (Kamitani 
et al., 1997), auch aufgrund der geringen Größe von nur 101 AS, sehr geeignet für die 
Generierung zellpermeabler CoR-Peptide. 
 
2.4) Peptidaptamer-basierte CoR 
Eine andere Quelle spezifisch AR-bindender Domänen für die Fusion an SUMOG97A sind 
Peptidaptamere (PA). Sie stellen eine neue Klasse von Molekülen dar mit dem Potenzial, 
andere Proteine bzw. Domänen mit hoher Affinität und Spezifität zu binden und somit zu 
inhibieren (Buerger und Groner, 2003; Hoppe-Seyler und Butz, 2000). PA sind kurze (ca. 
20 AS große), randomisierte Peptide (Hoppe-Seyler und Butz, 2000), die aus hochkomplexen 
Bibliotheken meist anhand von Hefe-zwei-Hybridsystemen isoliert werden. Sie werden in 
inerte Proteine mit stabiler Konformation, das heißt Gerüstproteine wie z. B. in das aktive 
Zentrum des bakteriellen Thioredoxin A (TrxA, ca. 12 kDa), integriert. So können die kurzen 
Oligopeptide konstant in einer bestimmten Konformation gehalten und auf der Außenseite 
exponiert werden (Hoppe-Seyler und Butz, 2000; Colas et al., 1996; Ladner, 1995). Durch 
diese starre Struktur wird die Bindungsaffinität und Spezifität zum Zielmolekül verstärkt, da 
die Flexibilität des Peptids in Lösung, die Entropie, vor der Bindung minimiert wird (Mascini 
et al., 2012; Seigneuric et al., 2011; Ladner et al., 2004).  
Durch ihre Eigenschaft, individuelle Domänen eines pleiotropen Proteins zu binden und 
somit gezielt bestimmte enzymatische Aktivitäten zu hemmen, können PA nicht nur für die 
Aufdeckung molekularer Mechanismen, sondern auch für eine neuartige Klasse 
diagnostischer und therapeutischer Strategien verwendet werden (Buerger und Groner, 
2003; Hoppe-Seyler und Butz, 2000). Demnach sind PA funktionell vergleichbar mit 
Antikörpern, insbesondere monoklonalen Antikörpern, welche jedoch aufgrund ihrer Größe 
(ca. 150 kDa) und Komplexität durch vielfältige Glykolisierungen weniger für intrazelluläre 
Ziele geeignet sind und aufwendiger hergestellt werden müssen. Tatsächlich haben PA 
Dissoziationskonstanten, die ähnlich oder sogar besser sind (Crawford et al., 2003). Sie sind 
weiterhin durch ihre geringe Größe (10-20 kDa) sowie Immunogenität, höhere Stabilität, 




zunehmende Anwendungen als Inhibitoren für onkogene Angriffsziele (Liu et al., 2013a; 
Mascini et al., 2012; Seigneuric et al., 2011). So zeigen präklinische Studien erfolgreiche 
Inhibierungen von CDK2 (Colas et al., 1996),  HPV E6 Onkoprotein (Butz et al., 2000), EGFR 
(Buerger et al., 2003), STAT 5 und 3 (Weber et al., 2013; Nagel-Wolfrum et al., 2004), ErbB2 
(Kunz et al., 2006), mutiertem p53 (Guida et al., 2008), Inhibitor of DNA binding Protein 1 
and 3 (ID 1 und 3, Mern et al., 2010), Bcl-2-related Protein A1 (Bfl 1, Brien et al., 2011) sowie 
HSP70 und 27 (Rérole et al., 2011; Gibert et al., 2011). Außerdem ist die relativ geringe 
Oberfläche des Gerüstproteins ein Vorteil, verglichen zu Antikörpern hinsichtlich der 
Minimierung von Nebeneffekten (Mascini et al., 2012). Tatsächlich ist die Spezifität des 
CDK2-interagierenden PA so hoch, dass ausschließlich die Punktmutante und nicht das 
Wildtypprotein gebunden wird (Colas et al., 1996), während ein anderes PA zwischen 
aktiven und inaktiven Ras unterscheiden kann (Xu et al., 2002).  
Auch gegenüber kleinen Substanzen (<500 Da), welche z. B. die ATP-Bindestelle von 
onkogenen Kinasen blockieren und somit viele Kinasen mit über 60 %  AS-Übereinstimmung 
hemmen, liegen die Vorteile von PA in deren Spezifität (Seigneuric et al., 2011). In dieser 
Hinsicht sind sie nachweislich auch der RNA Interferenz überlegen, da bestimmte 
Proteindomänen oder Konformationen und Modifikationen gebunden werden, ohne die 
gesamte Proteinfunktion zu hemmen (Liu et al., 2013a; Gibert et al., 2013; Gibert et al., 
2011). Es besteht außerdem ein Vorteil gegenüber DNA/RNA-Aptameren durch die Vielfalt 
funktioneller Gruppen, so dass neben der Spezifität, die Interaktion und somit Affinität zum 
Zielmolekül höher ist (Mascini et al., 2012).  
In Hinblick auf das Ziel einer spezifischen AR Inhibierung konnten in vorausgegangenen 
Arbeiten zwei AR-bindende PA (524 und 513) aus einer 2x108 großen Bibliothek, jeweils in 
TrxA integriert, isoliert werden. Nach Bestätigung der Interaktion in Säugerzellen konnte die 
Bindung nah verwandter KHR ausgeschlossen werden und es folgte die Fusion an SUMOG97A. 
Die entstandenen neuartigen AR-CoR inhibierten nach Transfektion der kodierenden 
Plasmide effizient die AR-Transaktivierung sowie das Wachstum der androgenabhängigen 








2.5) Generierung zellpermeabler Corepressorpeptide 
Um die vielversprechenden neuartigen CoR anzuwenden, ist es von Vorteil, zellpermeable 
Peptide in die PCa-Zellen einzuschleusen zur Vermeidung von Risiken durch DNA 
Expressionsvektoren (Bohne und Cathomen, 2008). Eine solche Peptidtherapie stellt eine 
neue Strategie in der Krebsbehandlung dar (Shin et al., 2014; Heitz et al., 2009; Harada et al., 
2006; Buerger und Groner, 2003). Die Internalisierung von Peptiden in Zellen kann durch 
Liposomen-vermittelte Träger, was aufgrund von Toxizität und geringer Stabilität nachteilig 
ist (Seigneuric et al., 2011), oder günstiger über Proteintransduktionsdomänen (PTD), wie 
zum Beispiel der HIV Transactivator of Transcription (TAT), realisiert werden. Diese können 
neben Proteinen auch DNA Plasmide, siRNA, Viruspartikel und Liposomen in Zellen 
transportieren (Wender et al., 2000; Green und Löwenstein, 1988). Es wurden eine Reihe 
weiterer PTDs entdeckt bzw. konstruiert, darunter neun Arginine (9R). Dabei bestehen alle 
aus weniger als 30 AS und weisen Cluster von positiv geladenen AS auf, wodurch es zur 
elektrostatischen Interaktionen mit der negativ-geladenen Zelloberfläche kommt (Sakai et 
al., 2005; Rothbard et al., 2004). Allerdings ist der exakte Mechanismus der Internalisierung 
immer noch ungeklärt (Kanwar et al., 2012). Das therapeutische Potenzial zellpermeabler 
Peptide wurde bereits vielfach anhand der effizienten Manipulation krankheitsassoziierter 
intrazellulärer Signalkaskaden nachgewiesen. So reduzierte ein TAT-konjugiertes 
Proteinkinase C (PKC)-Inhibitorpeptid die Stärke von Herzinfarkten in präklinischen Modellen 
(Inagaki et al., 2003). Es wird in klinischen Studien der Phase II gegen Herzinfarkt und 
Schlaganfall untersucht (Heitz et al., 2009). Des Weiteren konnte durch ein TAT-HSP70- 
sowie 9R-Survivin-Fusionsprotein ein neuroprotektiver Effekt (Baratchi et al., 2011; Nagel et 
al., 2008) erreicht werden. Währenddessen inhibieren folgende PTD-fusionierte Proteine das 
Wachstum von Tumoren in vivo: p53 (Snyder et al., 2004), p21 (Bowne et al., 2007) sowie ein 
B-Cell Lymphoma 6 (BCL 6)-Inhibitorpeptid (Melnick et al., 2007). Dominant-negatives 
Survivin konnte das Wachstum von PCa-Zellen hemmen (Cheung et al., 2010). 
An die PA-basierten AR-CoR wurde schließlich die synthetische PTD 9R fusioniert (Reeb und 
Gerlach et al., 2011), da diese eine 20-fach höhere Effizienz gegenüber der natürlichen PTD 
TAT zeigte, einen Fluorophor in Zellen zu transportieren (Wender et al., 2000). Der 
sogenannte zellpermeable Peptidaptamer-basierte Corepressor (PAB-CoR) 9R-524 konnte in 
LNCaP-Zellen transportiert werden und inhibierte die PSA-Expression sowie die 




al., 2011). Die effektivste PSA Reduktion besteht in Gegenwart des AR-Antagonisten OH-F, 
welcher ansonsten die in LNCaP-Zellen vorkommende AR-T877A-Mutante aktiviert 
(Veldscholte et al., 1992). Möglicherweise ist eine ausreichende CoR-Verfügbarkeit durch 
ektopisches 9R-524 vorhanden, so dass OH-F wieder als Antagonist fungiert. Somit könnte 
9R-524 einen wesentlichen Mechanismus der PCa-Progression unterdrücken. Auch 9R-513, 
bei welchem im Gegensatz zu 9R-524 das potenziell immunogene TrxA ohne 
Funktionsverlust entfernt werden konnte, zeigt eine vielversprechende LNCaP 
Wachstumsinhibierung (Diplomarbeit M. Heinßmann, 2010).  
 
2.6) Zielsetzung 
Die bisherige PCa-Therapie, einschließlich neuer AR-Antagonisten, führt oft zu Resistenzen 
und erneutem sowie aggressiveren Tumorwachstum, welches durch die Reaktivierung des 
ARs bedingt ist. Dieser spielt somit wie in den anfänglichen androgenabhängigen Stadien 
eine entscheidende Rolle und bleibt daher das primäre Ziel der Therapie. Dementsprechend 
sind neue Strategien zur AR Inhibierung erforderlich, um bestehende Resistenzen zu 
überwinden und alternierend auf verschiedene molekulare Mechanismen der AR Inhibierung 
zurückzugreifen. Eine wesentliche Ursache der Resistenz bisheriger Therapien ist eine 
Überaktivität des ARs durch Mangel an CoR. Das Problem natürlicher CoR ist jedoch die 
unspezifische, das heißt auch andere KHR betreffende Inhibierung. Deshalb ist der Ansatz 
dieser Arbeit, neuartige AR-spezifische CoR zu generieren und in die PCa-Zellen zu 
transportieren. Diese CoR sollten daher eine AR-Bindedomäne und eine Repressionsdomäne 
besitzen, welche den AR hemmt. 
Zu diesem Zweck sollten zuerst humane und dann synthetische, spezifisch AR-bindende 
Peptide als Grundlage neuer AR-CoR, welche durch Fusion einer Transrepressionsdomäne 
entstehen, untersucht werden. In diesem Zusammenhang sollte die Behandlung von PCa-
Zellen mit zellpermeablen CoR-Peptiden als neue Strategie analysiert werden.  
Für das erste Konzept sollte humanes LCoR aufgrund der AR-Interaktion in Gegenwart von 
Androgenen (Asim et al., 2011) untersucht werden, was entgegen der zumeist 
hormonsensitiven CoR potenziell eine Behandlung ohne ADT sowie Antagonisten ermöglicht. 
Ferner sind die natürliche und somit nicht immunogene AS-Sequenz sowie die 
unterschiedliche Bindung der AR-Region gegenüber anderen KHR-Regionen ein 




LCoR-Bindedomänen sollte zunächst die Eignung zur stabilen AR-Targetierung geprüft 
werden. Da die mit CRPC-assoziierte Src-Kinase zur Steigerung der AR-Transaktivierung in 
C4-2-Zellen führt und deren Invasion fördert (Asim et al., 2008), sollten die LCoR-AR-
Interaktion, die LCoR-Repression sowie -Proteinmenge unter Einfluss von Src in C4-2- und 
den nah verwandten androgenabhängigen LNCaP-Zellen analysiert werden.  
Im zweiten Ansatz dieser Arbeit sollten die PA-basierten CoR, welche auf vollständig neuen 
und kurzen sowie hochspezifischen und –affinen AR-Interaktionsmotiven beruhen, 
untersucht werden. Für die Charakterisierung in den verschiedenen PCa-Zelllinien und die 
Aufklärung der molekularen Mechanismen sollten zunächst die rekombinante Expression 
und anschließende Affinitätsaufreinigung optimiert werden. Im Weiteren sollte neben der 
AR-Interaktion in Gegenwart verschiedener Liganden das AR-Repressionspotenzial der PAB-
CoR-Peptide, auch bezüglich einer Punktmutante und insbesondere der LBD-negativen AR-
Variante, überprüft werden. Außerdem sollte der Effekt auf das Wachstum verschiedener 
PCa-Zelllinien untersucht werden. Dabei sollten Analysen zur Induktion eines 
Zellzyklusarrests, von Apoptose und zellulärer Seneszenz sowie Westernblot-Analysen zur 
Ermittlung des Einflusses auf AR-regulierte Proteine Aufschluss über die Funktionsweise der 
PAB-CoR Peptide geben.  
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15 
 
3) Material und Methoden 
 
3.1) Substanzen, Software, Plasmide, Antikörper 
Wenn nicht anders angegeben, stammen die Substanzen aus Deutschland. Dihydro-
testosterone (DHT), Hydroxyflutamide (OH-F) und Natriumbutyrat (NaBu) wurden von 
Sigma-Aldrich, Bicalutamid (Casodex) von Interpharma (Tschechische Republik) und 
Methyltrienolone (R1881) von Perkin Elmer (USA) verwendet. Die Substanzen wurden in 
Dimethylsulfoxide (DMSO) gelöst und mit 0,1 % in den Experimenten eingesetzt. Der Src-
Inhibitor PP2 (4‐amino‐5‐(4‐chloophenyl)‐7‐(t‐butyl)-Pyrazolo(3,4‐d)pyrimidine) und Akt-
Inhibitor (1L6‐Hydroxymethyl‐chiro‐Insoitol‐2‐(R)‐2‐O‐methyl‐3‐O‐octadecyl‐sn‐glycero-
carbonat) stammen von Calbiochem. Kalbsthymus-DNA wurde von Sigma eingesetzt. 
Zur relativen Quantifizierung von Coomassie- und Westernblot-Banden diente LabImage 1D 
(Kapelan Bio Imaging Solutions). Zur Erstellung der DNA- und AS-Sequenzen (s. 8.2) wurde 
der Clonemanager GENtle und für die Zellzyklusanalyse wurde Cylchred (Ormerod) 
verwendet. Mit dem Programm ProtParam (http://web.expasy.org/protparam) wurden der 
theoretische Instabilitätswert, die Halbwertszeit sowie der isolelektrische Punkt berechnet. 
Folgende Plasmide wurden zur Verfügung gestellt bzw. generiert: pMMTV-luc (Gast et al., 
1998), pARR3-TK-luc (R. J. Matusik, USA), p4xUAS-TK-luc (Tenbaum et al., 2007), pCMV-lacZ 
(U. Deutsch), pSG5/ -hAR (Gast et al., 1998), pSG5-hAR-T877A/ -LCoR (M. Asim), pSG5-AR-
Deletionsmutanten sowie pRSV-PKA (Dotzlaw et al., 2002), pCDNA3-ATG-Linker (J. 
Medenbach), pcDNA3-ATG-9R/ -513/ -524 (Diplomarbeit C. Gerlach, 2008). pAB-gal94 
(Baniahmad et al., 1990), pAB-gal94-LCoR (M. Asim), pLNCX-Src-Y527F/ -K295R (S. 
Courtneidge, USA), pCEV-Ras-V12 /-N17 (Goeman et al., 2005). Als bakterielle 
Expressionsvektoren dienten folgende: pGST-Linker (Baniahmad et al., 1998), pGST-AR-DBD 
(A. Jatzkowski), pSG5-LCoR (J. White, Kanada), pGST-9R/ -524 (C. Gerlach), pGST-9R-513 
(ohne Trx) (M. Heinßmann), pETM-His (G. Stier), pETM-His-TAT/ -513/ -524 (K. Schärich).  
Alle Antikörper wurden in einer Verdünnung mit TBS‐Tween-Puffer (50 mM TRIS pH 7,5; 
150 mM NaCl; 0,1 % Tween 20) angesetzt. Folgende Primärantikörper wurden von Abcam 
verwendet: muriner polyklonaler Anti‐β‐Aktin Antikörper (ab 6276, 1:10.000 verdünnt), 
polyklonaler Anti‐pRb Antikörper aus Kaninchen (ab 6075, 1:1.000 verdünnt). Von Cell 
Signaling stammten: muriner monokloner Anti‐p21 Antikörper (2946, 1:1.000 verdünnt), 
muriner monokloner Anti‐Cyclin D1 Antikörper (2926, 1:2.000 verdünnt), polyklonaler 
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Anti‐Phospho‐pRb(Ser807/811) Antikörper aus Kaninchen (9308, 1:500 verdünnt). Der 
murine monoklonale Anti‐AR Antikörper stammt von Biogenex (F39.4.1, 1:500 verdünnt). 
Muriner monoklonaler Anti-PSA Antikörper wurde von Dako (M0750, 1:1.000 verdünnt) und 
polyklonaler Anti-LCoR Antikörper aus Kaninchen von Santa Cruz Biotchnology (sc-133729, 
1:200 verdünnt) verwendet. Sekundärantikörper stammen von Santa Cruz Biotechnology 
und sind Horseradish Peroxidase (HRP)-gekoppelt: Anti‐Kaninchen Antikörper aus Rind 
(sc‐2370, 1:10.000 verdünnt), Anti‐Maus Antikörper aus Ziege (sc‐2005, 1:10.000 verdünnt). 
 
3.2) Zelllinien 
CV1-Zellen (Jensen et al., 1964) stammen von Nierenzellen der afrikanischen Meerkatze 
(Cercopithecus aethiops). Diese fibroblastenartigen Zellen exprimieren keine funktionellen 
KHR. Sie wurden in Dulbecco´s modified Eagle´s Medium (DMEM) mit 5 % FCS (Invitrogen, 
Hitze-inaktiviert), 25 mM Hepes (pH 7,5) und 1 % Pen/Strep kultiviert. LNCaP (Tet) Zellen 
stammen aus einer Lymphknoten-Metastase und sind das Modellsystem für 
hormonabhängig wachsenden PCa. Sie enthalten einen Tetrazyklin-kontrollierten 
Transkriptions-Aktivator (Protopopov et al., 2002) und wurden in RPMI 1640 mit 10 % FCS 
(nicht Hitze-inaktiviert), 25 mM Hepes (pH 7,5), 1 % Pen/Strep und 1 % Natriumpyruvat 
kultiviert. C4-2-Zellen stammen von LNCaP-Xenografts aus kastrierten Mäusen, wachsen 
androgenunabhängig und fördern die Metastasierung (Wu et al., 1994). C4‐2-Zellen wurden 
in 66,4 % DMEM, 20 % F12, 10 % FCS (nicht Hitze-inaktiviert), 25 mM Hepes, 5 μg/ml Insulin, 
5 μg/ml Apotransferin, 0,25 μg/ml Biotin, 25 μg/ml Adenin und 1 % Pen/Strep kultiviert 
(Thalmann et al., 1994). Die AR-Mutation T877A, welche in LNCaP- und C4-2-Zellen 
vorkommt, führt zur AR Aktivierung durch Progesteron, Östradiol, CPA sowie durch den 
kompletten Antagonisten OH-F (Veldscholte et al., 1992). PC3-Zellen wurden von 
Knochenmetastasen eines PCa-Patienten isoliert und exprimieren keinen AR (Kaighn et al., 
1979). Sie wurden in DMEM mit 10 % FCS (Hitze-inaktiviert), 25 mM Hepes und 1 % 
Pen/Strep kultiviert. Alle Zellen wurden bei 37°C in 5 %iger CO2-Atmospäre kultiviert. 
 
3.3) Bakterielle Biosynthese rekombinanter Proteine 
Nach Transformation (s. Diplomarbeit C. Gerlach, 2008) von E. coli HB101 für die Expression 
von Glutathion-S-Transferase-(GST)-Fusionen und BL21 für His-Fusionen (pETM-Vektor) 
wurden diese direkt, ohne Ausplattieren, in einer 4 ml Vorkultur mit Lauria Berani (LB)-
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Medium (10 g Bactotrypton, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl auf 1 l) mit dreimaliger Selektion 
durch Antibiotika (0,1 µg/ml Ampicillin bzw. 0,04 µg/ml Kanamycin bei pETM) alle 3 h und 
dann über Nacht (üN) inkubiert. 200 – 700 μl der Vorkultur wurden in 200 – 700 ml 
vorgewärmtes Medium überführt und bis zu einer OD600nm von 0,6 bei 37 °C inkubiert. Durch 
Zugabe von Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG; 0,1 – 0,2 mM) wurde die Expression 
induziert und unter den angegebenen Bedingungen fortgesetzt.  
 
3.4) Extraktion und Affinitätsaufreinigung GST-fusionierter Proteine 
Alle Schritte fanden unter nativen Bedingungen und bei 4°C statt. Der Zellaufschluss der 
pelletierten E. coli HB101 Bakterien (15 min, 4.000 rpm) aus 500 ml Kultur erfolgte durch 
Resuspendieren in 10 ml Lysozym-haltigem (4 mg/ml, frisch dazugegeben) NETN-Puffer 
(100 mM NaCl; 20 mM TRIS-HCl pH 8,0; 1 mM EDTA; 0,5 % NP-40) mit dem Zusatz von 
Protease-Inhibitoren (1 Tablette je 10 ml, Roche) sowie durch dreimaliges Schockgefrieren in 
Flüssigstickstoff und anschließendem Auftauen bei 37°C. Unlösliche Bestandteile wurden 
durch zweimalige Zentrifugation (20 min, 15.000 rpm) entfernt und der Überstand 
(Proteinextrakt) mit Glycerin (7 % Endkonzentration) bei -80°C in Aliquots aufbewahrt.  
Die Kopplung an Glutathion-Sepharose 4B (GE Healthcare) fand nach Protokoll des 
Herstellers statt. Wenn nicht anders angegeben, wurden für präparative Ansätze 2 ml des 
Proteinextraktes mit 200 µl der 50 %igen äquilibrierten Sepharoselösung inkubiert. Nach 
dreimaligem Waschen (Zentrifugation bei 500 g, 5 min) mit 1 ml NETN-Puffer folgte die 
Spaltung mit Thrombin über zwei weitere Waschschritte mit 1 ml STE-Puffer (150 mMNaCl;  
10 mM TRIS pH 8,0; 1 mM EDTA) und schließlich dreimal mit 1,5 ml Waschpuffer (100 mM 
TRIS/HCL pH 8,0; 150 mM NaCl). Anschließend erfolgte die Umpufferung in den 
Spaltungspuffer (50 mM TRIS pH 7,5; 150 mM NaCl; 2,5 mM CaCl2) oder PBS (130 mM NaCl; 
7,7 mM Na2HPO4; 3 mM NaH2PO4; 2,7 mM KCl; 1,8 mM KH2PO4 pH 7,0) mit dem einfachen 
Volumen der Beads und die Spaltung durch Zugabe von 2,5 U Thrombin pro 100 µl pure 
Beads bei Rotation für 3 h bis üN. Der Überstand nach Zentrifugation beinhaltet die 
abgespalten Proteine, wobei diese mit dem Überstand einer zweiten 30 min Inkubation mit 
0,2 µm filtriertem entionisierten Wasser (Millipore) vereinigt wurden. Die Proteinlösungen 
wurden, mit 7 % Glycerin, für die einmalige Nutzung aliquotiert und bei -80°C eingefroren. 
  
 
Material und Methoden 
18 
 
3.5) Extraktion und Affinitätsaufreinigung His-fusionierter Proteine 
Nach Expression in E. coli BL21 Codon-(Arginin, Isoleucin, Prolin, Leucin)-Plus (Agilent 
Technologies) wurden die Proteine nach Angaben des Herstellers extrahiert und über Nickel-
Nitriliotriacetat-(Ni-NTA)-Agarose (Invitrogen, s. Bachelorarbeit K. Schärich, 2012) 
aufgereinigt. Die denaturierende Extraktion wurde modifiziert, indem zuerst 2 ml des 
Lysepuffers mit Lysozymzusatz (4 mg/ml, frisch dazugegeben) pro 100 ml Kultur für 5 min bei 
Raumtemperatur (RT) geschwenkt wurde und anschließend 6 ml Lysepuffer für weitere 
10 min zugegeben wurde. Die hybriden Konditionen, das heißt denaturierende Extraktion, 
Affinitätsaufreiniung sowie erste Waschschritte und native letzte Waschschritte sowie 
Eluierung (bis zu viermal mit dem einfachen Volumen der puren Beads, rotierend für jeweils 
30-60 min) stellten sich als geeignet heraus und wurden bei RT durchgeführt. Als Vergleich 
wurde für den Lysepuffer anstelle von 6 M Guanidin-Hydrochlorid 8 M Harnstoff verwendet. 
Der Gehalt von Imidazol (Merck) für die Eluierung wurde von 0,25 auf 0,75 bzw. 1 M erhöht. 
Zur Imidazolentfernung wurden die Eluate direkt anschließend in Zelluloseschläuchen mit 
einer Ausschlussgrenze von 14 kDa gegen das 20-fache Volumen mit PBS bzw. den 
verschiedenen Puffern unter langsamem Rühren bei 4°C dialyisert. Zum Äquilibrieren und 
Sterilisieren wurde der Dialyseschlauch zuvor in PBS aufgekocht. Innerhalb von ca. 36 h 
erfolgte dabei regelmäßig siebenmal ein Pufferwechsel, wobei DTT als Zusatz frisch dazu 
gegeben wurde. Die Quantifizierung der Proteinlösungen erfolgte mittels densitometrischer 
(Labimage) Bestimmung der entsprechenden Coomassiebanden über einen BSA Standard (s. 
Bachelorarbeit K. Schärich, 2012). Die Proteinlösungen wurden mit Glycerin (7 % 
Endkonzentration) versetzt und in Aliquots für die einmalige Nutzung bei -80°C aufbewahrt. 
 
3.6) GST-Pulldown  
Dieses Verfahren weist Interaktionen zwischen Proteinen in vitro nach und beruht auf einer 
Immobilisierung von GST-Fusionsproteinen an Glutathion-Sepharose (Kaelin et al., 1991). Zu 
diesem Zweck erfolgte die Aufreinigung über 20 µl Beads (s. Kapitel 3.3). Nach dreimaligem 
Waschen mit NETN-Puffer wurden zunächst unspezifische Bindestellen mittels 5 % 
fettfreiem Milchpulver in TBS-Tween (50 mM TRIS pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,1 % Tween 20), 
welches zuvor 10 min gekocht und zentrifugiert (10 min, 4.000 rpm, 4°C) wurde, in einem 
Volumen von 200 μl für 1 h bei 4°C abgesättigt. Nach 2 h rotierender Inkubation bei 4°C mit 
0,5 mg Ganzzellextrakt-Proteinen (s. Kapitel 3.6) in Gegenwart der entsprechenden 
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Hormone wurden die Beads fünfmal mit je 1 ml NETN-Puffer (mit 0,1 % NP-40 und Zusatz 
der Hormone) gewaschen (Zentrifugation 5 min, 2.200 rpm, 4°C). Gebundene Proteine 
wurden schließlich nach SDS-PAGE per Westernblot (s. Kapitel 3.7 und 3.8) detektiert, wobei 
die Ponceau-Färbung (0,1 % Ponceau S, 5 % Essigsäure) für 3 - 5 min und anschließendem 
Waschen in entionisiertem Wasser als Ladekontrolle der GST-Fusionsproteine diente. Für 
einen direkten Bindungsnachweis wurden anstelle des Ganzzellextraktes 2 - 10 µg  isolierter 
His-Fusionsproteine (s. Kapitel 3.4) bei einem Imidazolgehalt von 20 mM verwendet. 
 
3.7) Herstellung eukaryotischer Ganzzellextrakte und Proteinkonzentrationsbestimmung 
Alle Schritte wurden bei 4°C durchgeführt. Zur Zellernte wurde das Medium abgesaugt und 
die Zellen einmal mit PBS gewaschen und in 1 ml PBS mit Hilfe eines Gummischabers 
geerntet. Nach Zentrifugation (5 min, 2.500 rpm) wurden die Zellen mit dem fünffachen 
Volumen NETN‐Puffer (mit 0,1 % NP-40) für 10 min lysiert. Zum weiteren Aufschluss der 
Zellen erfolgte einmaliges Einfrieren bzw. Auftauen der Zellextrakte bei –20°C oder 
dreimaliges Frieren/Tauen in Flüssigstickstoff bzw. im Wasserbad bei 37°C. Anschließend 
wurden die unlöslichen Bestandteile durch Zentrifugation (15 min, 15.000 rpm) entfernt.  
Die Proteinkonzentration wurde entweder spektralphotometrisch bei 280 nm bestimmt oder 
spezifisch mittels des Detergenz-resistenten Bicinchoninic Acid (BCA) Assays (Thermo 
Scientific) nach Herstellerangaben ermittelt. 
 
3.8) SDS‐Polyacrylamid‐Gelelektrophorese (SDS‐PAGE) 
Durch die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) lassen sich mittels des denaturierenden 
Natriumdodecylsulfat (SDS), was alle Eigenladungen der Proteine mit einer Negativladung 
überdeckt, Proteine nach ihrer Größe im elektrischen Feld im SDS-Laufpuffer (25 mM TRIS, 
191 mM Glycin,  0,1 % SDS) auftrennen (Laemmli et al., 1970). Das obenliegende Sammelgel 
fokussiert die Proteinprobe, bevor mit dem Wechsel zum Trenngel der pH-Sprung eine 
Auftrennung bewirkt. Dabei erfolgt je nach Polyacrylamid-Konzentration  (s. Diplomarbeit C. 
Gerlach, 2008) eine optimale Auftrennung im jeweiligen Molekulargewichtsbereich. Die 
Proteinproben wurden zuvor mit 5-fach-SDS-Auftragspuffer supplementiert und 5 min 
gekocht. Die Elektrophorese wurde mit 80 V (Einlaufen der Proben in die Matrix) begonnen 
und dann bei bis zu 250 V weitergeführt. 
 




Zur Visualisierung von Proteinbanden wurde das SDS-Gel mit Coomassie Brilliant Blue-(CBB)-
G250 (0,5 % (w/v) in 45 % Methanol und 10 % Essigsäure) mit einer Nachweisgrenze von 
0,5 μg Protein pro Bande für 30 - 60 min gefärbt und der Hintergrund anschließend mit 
Entfärbelösung (45 %Methanol, 10 % Essigsäure) für mehrere Stunden entfärbt. Alternativ 
wurde die fünffach sensitivere Coomassiefärbung nach Wang et al. (2007) durchgeführt, 
wobei zunächst die Fixierung (10 % Essigsäure,  10 % Methanol,  40 % Ethanol) für 1 h und 
Sensibilisierung (1 % Essigsäure, 10 % (w/v) Ammoniumsulfat) für 2 h erfolgte. Dann wurde 
das Gel in Färbelösung (5 % Essigsäure, 45 % Ethanol, 0,125 % (w/v) CBB-R250) für 
mindestens 4 h bzw. üN gefärbt. Es erfolgte eine einstündige Inkubation in Entfärbelösung I 
(5 % Essigsäure, 40 % Ethanol). Die vollständige Entfärbung des Hintergrundes wurde mit 
Entfärbelösung II (3 % Essigsäure,  30 % Ethanol) fortgesetzt. Die entfärbten Gele wurden 
schließlich für 30 min in Trocknungslösung gelegt (10 % Glyzerin, 20 % Ethanol) und 
trockneten, zwischen Cellophanfolien gespannt (Roth), innerhalb von drei Tagen. Alle 
Inkubationsschritte erfolgten unter ständigem Schütteln und bei RT. 
 
3.10) Westernblot-Analysen 
Nach Auftrennung von Proteinlösungen (je 30 – 50 µg Protein) per SDS-PAGE erfolgte die 
Übertragung auf eine Membran (Renart et al., 1979), in dieser Arbeit per semi-dry 
Elektroblot auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF, Millipore) Membran, welche zuvor durch 
Inkubation mit Methanol für 60 sec aktiviert wurde. Der Blot (Aufbau: Anode, fünf 
Whatman‐3MM‐Papiere, aktivierte PVDF-Membran, SDS-Gel, fünf Whatman‐3MM‐Papiere, 
Kathode) wurde bei 125 mA und 60 min für eine Membran durchgeführt, wobei die Papiere 
und Membran vorher in Transferpuffer (SDS-Laufpuffer mit 20 % Methanol für Proteine 
<30 kDa und 10 % bei größeren Proteinen) getränkt wurden. Anschließend wurden 
unspezifische Bindestellen auf der Membran für 30 - 45 min bei RT mit einer fettfreien 
Milchlösung (5 % (w/v) in TBS-Tween) abgesättigt. Die Membran wurde im Folgenden mit in 
TBS-Tween verdünnten Primärantikörpern für 1 h bei RT bzw. üN bei 4°C bei Phospho-
spezifischen Antikörpern inkubiert. Nach drei Waschschritten (je 5 min mit TBS-Tween) 
wurde für 30 - 45min der Peroxidase-gekoppelte Sekundärantikörper inkubiert. Die 
Membran wurde erneut dreimal gewaschen und dann die Nachweisreaktion mit der 
Substratlösung ECL™ Detection Reagent (Amersham) durchgeführt. Schließlich erfolgte die 
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Detektion, entweder mittels Röntgenfilmen oder digital (ImageQuant LAS, GE Healthcare). 
Bei nacheinander folgenden Untersuchungen wurde die Membran von den Antikörpern 
durch 5 – 10 min Inkubation  mit Strip-Puffer (100 mM β-Mercaptoethanol,  2 % SDS,  
62,5 mM TRIS/HCl pH 6,8) bei 56°C befreit. Die Quantifizierung erfolgte mit Labimage. 
 
3.11) Reportergenassays 
Mithilfe der Calciumphosphat-Präzipitations-Methode  wurden die eukaryotischen Zellen mit 
den Expressionsplasmiden transfiziert (Gerlach and Roell et al., 2011), wobei für LNCaP-
Zellen die Inkubationszeit von 16 - 18 h auf 48 h und die Luziferase (Luc)-Plasmidmengen 
zweifach auf 2 µg per 6-Well erhöht wurden. 72 h nach entsprechender Hormonbehandlung 
in Medium mit Aktivkohle-behandeltem (Hormon-depletiertem) FCS erfolgten der 
Zellaufschluss mit 400 µl Lysepuffer (50 mM TRIS-Acetat pH 7,8; 10 mM MgAc; 0,1 mM 
EDTA; 1 % Triton-X-100; 15 % Glycerin; 4 mM DTT; 0,2 mM Phenylmethylsulfonylfluorid 
(PMSF)) je 6-Well für 20 min bei RT und die Messung der Luziferaseaktivität mit 50 µl des 
Lysats und 100 μl Luziferin-CoenzymA-Lösung (50 mM TRIS-Acetat pH 7,8; 360 µM Luciferin; 
1 mM ATP; 400 µM Coenzym A) für 10 sec im Luminometer. Die Normalisierung erfolgte 
durch cotransfizierte β-Galaktosidase (lacZ), deren Aktivität mittels Zugabe von 200 µl 
Substrat O-Nitrophenyl-β-D-galactopyranosid (ONPG) (4 mg/ml ONPG in 0,1 M KPO4-Puffer 
pH 7,0) zu 50 - 100 µl Lysat ermittelt wurde. Das Volumen wurde bis 900 µl mit Z-Puffer 
(60 mM Na2HPO4 x 2H2O; 40 mM NaH2PO4 x H2O; 10 mM KCl; 1 mM MgSO4; 50 mM β-
Mercaptoethanol, pH 7,0) aufgefüllt. Die Reaktion fand bei 37°C bis zur Gelbfärbung statt, 
wonach die LacZ Aktivität spektralphotometrisch bei 420 nM und der Formel: OD420 x 1000 / 
min Inkubation errechnet wurde. 
 
3.12) Zytometrische Analyse des Zellzyklus 
Zur Bestimmung der Zellzyklusphase wurden durchflusszytometrische Analysen 
(Fluorescence Activated Cell Sorting, FACS) mittels Propidiumiodid (PI) durchgeführt. PI ist 
ein fluoreszierender Stoff, der in Nukleinsäuren interkaliert und den DNA‐Gehalt der Zellen 
wiedergibt (Crissman et al., 1979). Die Zellernte erfolgte durch einmaliges Waschen mit PBS 
und dem Ablösen durch 250 μl Trypsin und anschließend 750 µl Medium je 6-Well. Nach 
zweimaligen Waschen mit 1 ml PBS (Zentrifugation für 5 min, 2.500 rpm, RT) wurden die 
Zellen in 300 μl kaltem PBS resuspendiert und durch 700 μl kalten EtOH (99,8  %) unter 
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10 sec Vortexen und mindestens 3 h bei ‐20°C fixiert und permeabilisiert. Nach erneuter 
Zentrifugation (5 min, 2.500 rpm, 4°C) wurden die Zellen in 800 μl Färbelösung (50 µg/ml PI, 
0,1 mg/ml RNAse, 0,05 % Triton X-100) resuspendiert und für 45 min auf dem Rotator bei 
4°C lichtgeschützt inkubiert. Pro Probe wurden 10.000 Zellen zytometrisch analysiert, wobei 
Forward Scatter (FSC, Zellgröße), Sideward Scatter (SSC, Zellgranularität), FL3 und FL3‐A 
(Fluoreszenzdetektion im Bereich von PI) gemessen wurden. Die Daten wurden anschließend 
mittels des Programms Cylchred ausgewertet, wobei anhand von Algorithmen zur 
Zellzyklusanalyse (Ormerod et al., 1987; Watson et al., 1987) das Fluoreszenzhistogramm 
automatisch erstellt wird mit den prozentualen Anteile der Zellzyklusphasen (G1/G0, S, 
G2/M). Des Weiteren gibt die SubG1‐Phase einen Hinweis auf apoptotische Zellen. 
 
3.13) Apoptose-Analyse 
Apoptotische Zellen können durch Annexin V, was sich während der frühen Apoptose auf 
der Zelloberfläche befindet und an Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) gekoppelt ist, sowie PI, 
welches nicht zelldurchlässig bei intakter Zellmembran ist und der Abgrenzung nekrotischer 
Zellen dient, per FACS-Analyse quantifiziert werden (Vermes et al., 1995). Die Färbung und 
Messung erfolgte nach Herstellerangaben (AAT Bioquests), wobei die Zellen ohne vorherigen 
Waschschritt mit 250 µl Trypsin je 6-Well und 2 ml Medium vorsichtig geerntet und zweimal 
mit erst 2ml und dann 1 ml PBS + 2 % FCS gewaschen (5 min, 300 g) wurden. Es folgte die 
Zählung per Neubauerkammer. Von der Ernte bis zur Färbung mit jeweils 100.000 Zellen 
wurden alle Schritte bei 4°C durchgeführt. 
 
3.14) Detektion zellulärer Seneszenz 
Als Marker für zelluläre Seneszenz gilt die Aktivität der Seneszenz-assoziierten-(SA)-beta-
Galactosidase bei einem pH von 6,0 (Dimri et al. 1995). Dazu wurden die in 12-Wells 
behandelten Zellen mit 1 % Glutaraldehyd in PBS für 5 min fixiert. Nach zweimaligem 
Waschen mit PBS wurden die Zellen mit Substratlösung (1 mg/ml X-Gal 
(5‐Brom‐4‐chlor‐3‐indolyl‐β‐D‐galactopyranosid), 40 mM Zitronensäure/Natriumphosphat-
puffer (36,85 ml Zitronensäure; 63,15 ml Natriumphosphat pH 6,0), 5 mM K3Fe(CN)6; 5 mM 
K4Fe(CN)6; 150 mM NaCl; 2 mM MgCl2) für 18 bis 72 h bei 37°C ohne CO2 inkubiert. Die 
blaugefärbten Zellen wurden unter dem Mikroskop ausgezählt, wobei insgesamt zweimal 






4.1) Einfluss von Androgenen und Src-Signaling auf die endogene Repressionsfunktion 
von LCoR und dessen  Bindung an den AR  
 
4.1.1) Bestätigung der direkten Interaktion zwischen AR-DBD und LCoR 
Um den AR spezifisch zu hemmen, sollten neue CoR hergestellt werden. CoR enthalten eine 
spezifische Domäne zur Interaktion mit TF und eine Repressionsdomäne. Da LCoR den AR 
bindet, sollte die Interaktion mit dem AR genauer analysiert werden.  
Für eine potenzielle Generierung neuer AR-Corepressorpeptide mit den LCoR-Domänen 
101-218 sowie 219-433, bei welchen eine indirekte AR-DBD-Interaktion anhand von 
Reportergenassays angedeutet wurde (Asim et al., 2011), sollte hier die direkte Bindung an 
die AR-DBD nachgewiesen werden. Zu diesem Zweck wurde ein Pulldown der in E.coli 
exprimierten GST-AR-DBD durchgeführt und die ebenso exprimierten, über His-Fusion 
aufgereinigten LCoR-Domänen zugegeben. (Abb. 4.1). Nach Optimierung der Expressions- 
sowie Aufreinigungsbedingungen wies His-LCoR 219-433 eine gute Eluierungseffizienz (ca. 
70 %) auf im Vergleich zu nur ca. 25 % bei His-LCoR 101-218 (Abb. 4.1A). Beide Domänen 
zeigen interessanterweise eine spezifische und voneinander unabhängige direkte Bindung an 














































Abb. 4.1) Die LCoR-Domänen 101-218 und 219-433 binden direkt an die AR-DBD in vitro 
A) Die Coomassiefärbung nach SDS-PAGE zeigt die affinitätsaufgereinigten His-fusionierten LCoR-
Domänen 101-218, abgekürzt LCoR 118 (17 kDa), sowie 219-433, abgekürzt LCoR 219 (26 kDa), 
welche an Beads gebunden (nach Eluierung) bzw. im Eluat (E) gelöst sind. Die Aufreinigung von 
160 µl E. coli Extrakt mit 20 µl NI NTA Agarose erfolgte unter Hybridkonditionen. Die Pfeile zeigen die 
Domänen an mit den darunter stehenden, densitometrisch bestimmten Eluierungseffizienzen (Anteil 
der Eluate an der Gesamtmenge aus Beads und Eluaten). Rechts ist ein Schema des LCoR-Proteins 
aus Calderon et al. (2012) gezeigt, ergänzt mit den Angaben in Palijan et al. (2009a). 
B) Der Westernblot gegen LCoR (α-LCoR) erfolgte nach dem GST-Pulldown, wobei der E. coli Extrakt 
für GST (17 µl) und GST-AR-DBD (150 µl) über 20 µl Glutathion-Beads aufgereinigt wurde. Diese 
wurden anschließend mit 5 % Milchpulver, gelöst in TBS-Tween abgesättigt, welches zuvor 10 min 
gekocht und zentrifugiert (10 min 4.000 rpm, 4°C) wurde. Die Beads wurden mit 2-10 µg der 
photometrisch quantifizierten His-LCoR-Domänen bei einer Imidazol-Endkonzentration von 20 mM 
inkubiert. Diese Konzentration wurde als Maximum ermittelt (nicht gezeigt). 20 % Input und somit 
2 µg der His-LCoR-Peptide wurden geladen, während 0,5 mg LNCaP Ganzzellextrakt-Protein (GZE) als 
Positivkontrolle für die Bindung von f.l. LCoR diente. Die Ponceau-Färbung diente als Ladekontrolle.  
 
Demnach konnten für die AR-Bindung zwei Domänen für eine direkte Bindung an den AR 
identifiziert werden. Besonders dabei ist, dass beide LCoR-Proteindomänen außerhalb des 
LxxLL Motives liegen, welches für die Interaktion mit anderen KHR (Fernandes et al., 2003) 
benötigt wird. Aus Asim et al. (2011) geht hervor, dass die LXXLL-haltige LCoR-Domäne 1-90 
nicht mit dem AR interagiert. So besteht bei LCoR 101-218 und 219-433 eine AR-spezifische 
Bindung, was diese Domänen zu geeigneten Bestandteilen potenzieller, neuartiger und 











































4.1.2) Src-Signaling und Androgene beeinflussen die Interaktion zwischen LCoR und AR 
Die Hemmung der LCoR-Bindung an den AR kann, ähnlich wie bei SMRT (Eisold et al., 2009), 
ein möglicher Mechanismus für eine unkontrollierte, erhöhte AR-Aktivität, besonders in 
CRPC sein. Bevor die identifizierten LCoR-Interaktionsdomänen als Bestandteile neuer AR-
CoR zum Einsatz kommen, sollte daher der Effekt der zentralen Signalkaskade über die Src-
Kinase, welche in PCa überaktiviert ist und zu androgenunabhängigen Wachstum führt 
(Tatarov et al., 2009), auf die Bindung von LCoR an die AR-DBD geprüft werden. Somit kann 
die Wirksamkeit potenzieller LCoR-basierter AR-CoR bei fortgeschrittenen Tumorstadien 
besser eingeschätzt werden. Aus den Arbeiten von Asim et al. (2008) geht hervor, dass die 
Src-Kinase in C4-2-Zellen überexprimiert ist und deren Invasivität fördert. Daher sollte 
untersucht werden, ob als möglicher Mechanismus die LCoR-Bindung an die AR-DBD 
betroffen ist. Dazu wurde diese Interaktion nach Behandlung der C4-2-Zellen mit dem Src-
Inhibitor PP2 in An- oder Abwesenheit des synthetischen Androgens R1881, welches die 
LCoR-AR-Bindung stärkt (Asim et al., 2011), analysiert.  
Im Pulldown von GST-AR-DBD zeigte sich nach der Inkubation mit den C4-2-
Ganzzellextrakten eine durch R1881-induzierte Interaktion mit LCoR, welche nach 1 h mit 
10-8 M stärker ist als nach 24 h mit 10-10 M R1881 (Abb. 4.2A). PP2 hingegen bewirkt eine 
Inhibierung der Liganden-unabhängigen (vgl. Spur 1 und 2) als auch beider R1881-
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Abb. 4.2) Der Src-Inhibitor PP2 hemmt die Liganden-unabhängige sowie R1881-induzierte 
Interaktion der AR-DBD mit LCoR  
Die Westernblots  gegen LCoR (α-LCoR, A) sowie AR (α-AR, B, Spuren stammen vom selben SDS-Gel) 
erfolgten nach GST-Pulldown. Dazu wurde der E. coli Extrakt für GST (50 µl) als Negativkontrolle 
(Kontr.) sowie GST-AR-DBD (150 µl) mit jeweils 20 µl Glutathion-Sepharose aufgereinigt und 
anschließend mit 0,5 mg Ganzzellextrakt-Protein der C4-2-Zellen inkubiert, welche 48 h mit 10-6 M 
PP2 bzw. R1881 10-8M für 1 h (verwendet für die LCoR-Bindung an den PSA Promotor per ChIP, Asim 
et al., 2011) oder 10-10  M für 24 h (verwendet für die PSA-Expression per qRT-PCR, Asim et al., 2011) 
behandelt wurden. Vor der Zugabe der Ganzzellextrakte  wurden die Beads wie zuvor mit 5 %igem 
Milchpulver (Abb. 4.1B) geblockt. Für die Inkubation mit GST-AR-DBD wurden jeweils 10 % Input und 
somit 50 µg Protein der Ganzzellextrakte aufgetragen. Die Ponceau-Färbung diente als Ladekontrolle.  
 
Ein ähnliches Bindungsverhalten an die AR-DBD zeigt auch der endogene AR aus den C4-2-
Extrakten (Abb. 4.2B). Diese Interaktion spiegelt die DBD-abhängige AR-Homodimerisierung 
wider (van Royen et al., 2012). PP2 hemmt diese, durch R1881 (1 h 10-8 M) -induzierte 
Interaktion. Demnach kann vermutet werden, dass Androgene sowie Src-Signaling die AR-
Homodimerisierung sowie die LCoR-AR-Interaktion fördern. Dieser Effekt sollte funktionell 
anhand der LCoR-vermittelten Repression in Reportergenassays weiter untersucht werden. 
 
4.1.3) Src-Signaling und Androgene regulieren die LCoR-Repression 
Zur Messung der LCoR-Repression wurde ein Reportergenassay mit 4xUAS-TK-Luc (4x-
Upstream Activating Sequence-Thymidine Kinase-Luc) als Reportergen und der an UAS-
bindenden Gal-DBD (Gal) bzw. dessen Fusion mit LCoR verwendet. Zuerst wurde die CaCl2-
vermittelte Transfektion in C4-2-Zellen anhand von GFP-Studien optimiert. Durch 

























Apotransferrin, Insulin) sowie Verwendung des HEBS-Puffers für größere Kristalle wurde die  
Transfektionseffizienz von 12 % auf 20 % erhöht. Das für LNCaP-Zellen spezialisierte  
Protokoll (Moehren et al., 2008) führte hingegen nicht zur Steigerung.  
In Reportergenassays wird schließlich nach zusätzlicher Erhöhung des Reportergen-Plasmids 
eine sechsfach stärkere Effizienz erreicht (nicht gezeigt). Nach 72 h Behandlung der C4-2-
Zellen mit R1881 (10-9M) und PP2 (10-6 M) zeigt sich schließlich, dass die Src-Inhibierung die 
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Abb. 4.3) In C4-2-Zellen hemmt PP2 die R1881-verstärkte LCoR-Repression, in LNCaP-Zellen 
aktivieren beide Substanzen synergistisch  
Die Reportergenassays zur Messung der LCoR-Repression wurden in C4-2- (A) und LNCaP- (B) Zellen 
durchgeführt. Es wurden jeweils 300.000 Zellen in Hormon-depletiertem Medium in einem 6-Well 
ausgesät. 24 h später erfolgte die Transfektion mit 2 µg p4xUAS-TK-Luc, 2 µg pAB-Gal/Gal-LCoR sowie 
0,2 µg pCMV-LacZ. C4-2-Zellen (A) wurden 48 h später mit PBS gewaschen, während für LNCaP-Zellen 
(B) das Protokoll nach  Moehren et al. (2008) verwendet wurde. Die Behandlung erfolgte jeweils für 
72 h mit 10-9 M R1881 bzw. 10-6 M PP2 oder beidem gleichzeitig in Hormon-depletiertem Medium. 
Gezeigt ist jeweils die fache LCoR-Repression, d. h. die mit der LacZ Aktivität normalisierten Luc-
Werte, wobei Gal jeweils 1 gesetzt wurde. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung vom 
Mittelwert einer Zweifachbestimmung an. 
 
Fünf- bzw. zehnfach höhere PP2 Konzentrationen haben ebenfalls keinen steigernden Effekt 
auf die LCoR-Repression (nicht gezeigt). Bei gleicher Behandlung in LNCaP-Zellen, welche 
weniger Src als C4-2-Zellen exprimieren (Asim et. al. 2008), sind die Ergebnisse nach 
alleiniger PP2- sowie R1881-Behandlung ähnlich (Abb. 4.3B). Das Androgen fördert in beiden 
PCa-Zellen die LCoR-Repression, wobei in LNCaP-Zellen die Kombination mit PP2 entgegen 
der Wirkung in C4-2-Zellen zu einer synergistischen Verstärkung der LCoR-Repression führt.  
Androgenabhängige und -unabhängige Zellen zeigen dementsprechend ein unter-
schiedliches Verhalten hinsichtlich der PP2 Wirkung auf die LCoR-Repression. Der Effekt 
durch R1881 deutet auf eine verstärkte Interaktion zwischen LCoR und AR in beiden 
Zelllinien hin, welche in C4-2-Zellen nachweislich durch PP2 vermindert wird. 
 
4.1.4) Identifizierung der an der LCoR-Repression beteiligten AR-Domänen in CV1-Zellen 
Aufgrund der in C4-2- sowie LNCaP-Zellen beobachteten LCoR-Funktionssteigerung durch 
R1881 sollte anhand von AR-Deletionsmutanten in CV1-Zellen untersucht werden, welche 
AR-Domäne verantwortlich dafür ist. Allerdings ist in diesen AR-negativen Zellen trotz der 
Transfektion verschiedener AR-Mengen (0,2 bis 3 µg je 6-Well) kein R1881-Effekt auf die 
LCoR-Repression nachweisbar (nicht gezeigt). 
In CV1-Zellen ist interessanterweise die LCoR-Repression wesentlich stärker als in den 
untersuchten PCa-Zellen (Abb. 4.4B), was zuvor auch für die CoR Alien und NCoR beobachtet 
wurde (Dissertation M. Asim, 2008). Die LCoR-Repression scheint in CV1-Zellen AR-
unabhängig zu sein, da diese ähnlich stark auch ohne AR Cotransfektion vorhanden ist (nicht 
gezeigt). PP2 reduziert somit im Gegensatz zu den PCa-Zellen bereits in der Abwesenheit von 
Androgenen die LCoR-Repression (Abb. 4.4B). Sie wird jedoch offensichtlich nicht durch die 




induzierte zelluläre Seneszenz in LNCaP-Zellen vermittelt wird (Dissertation J. Rödiger, 2012). 
Da der Akt-Inhibitor keinen Effekt hat (Abb. 4.4B), verläuft die durch Src-Kinase-verstärkte 
LCoR-Repression über einen anderen Signalweg.  
Die konstitutiv-aktive AR-ΔLBD-Mutante, welche ohne Hormon eine höhere Transaktivierung 
als der R1881-induzierte Wildtyp (wt)-AR zeigt (Asim et al., 2011), fördert deutlich die LCoR-
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Abb. 4.4) Verglichen zum wtAR steigern AR-T877A, AR-Δ39-328 sowie AR-ΔLBD die LCoR-Funktion, 
während AR-ΔDBD, AR-Δ447-536 und AR-K385E/K518E diese schwächen 
A) Schema des AR-Proteins (Lonergan und Tindall, 2011) mit den verschiedenen Domänen unter 
Angabe der AS-Positionen. In der N-terminalen Domäne (NTD) befindet sich die ligandenunabhängige 
AF-1 (Aktivierungsfunktion 1), welche TAU (Transcription Activation Unit) 1 und 5 enthält. Die FxxLF 
und WxxLF Sequenzen vermitteln die N-C-Interaktion. An die NTD schließt sich die DNA-
Bindedomäne (DBD), Hinge-Region und die Liganden-Bindedomäne (LBD) an. Unterhalb des Schemas 
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B-D) Die Reportergenassays zur Messung der LCoR-Repression wurden in CV1-Zellen durchgeführt. 
Dazu wurden jeweils 50.000 Zellen in Hormon-depletiertem Medium in einem 6-Well ausgesät. 24 h 
später erfolgte die Transfektion mit 1 µg p4xUAS-TK-Luc, 0,5 µg pGal/ Gal-LCoR, 0,2 µg pCMV-LacZ 
und 2 µg pSG5/pSG5-AR bzw. die verschiedenen AR-Deletionsmutanten. Der Transfektionsansatz 
blieb für 16-18 h auf den Zellen. Behandelt wurde für 72 h in Hormon-depletiertem Medium mit 
10-6  M PP2 bzw. Akt-Inhibitor (Akt-I.) und 10-9 M R1881 oder PP2 und R1881 zusammen (P+R). 
Gezeigt ist jeweils die fache LCoR-Repression, d. h. die mit der LacZ Aktivität normalisierten Luc-
Werte, wobei Gal jeweils 1 gesetzt wurde. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung vom 
Mittelwert einer Zweifachbestimmung an. 
 
 
AR-ΔDBD, welche nicht DNA binden kann und trankriptionell inaktiv ist, bewirkt hingegen 
eine verminderte LCoR-Funktion wie auch die Mutante mit deletierter 447-536 Region (Abb. 
4.4B). Letztere könnte eine eingeschränkte TAU 5 (AS 369-493) haben, zeigt aber eine 
normale Transaktiverung im Reportergenassay (Asim et al., 2011). Die Domäne 447-536 
enthält außerdem eine der zwei bekannten AR-SUMOylierungsstellen (K385, 518), welche 
für die LCoR-Funktion eine Rolle spielen könnten.  
AR-SUMOylierung, welche durch Androgene gesteigert wird, bewirkt eine höhere AR 
Stabilität sowie eine schlechtere AR-Transaktivierung (Coffey und Robson, 2012; Poukka et 
al., 2000). Interessant ist, ob Verlust dieser Modifikation mit der LCoR-Repression korreliert, 
da diese Stellen auch essentiell sind für die Bindung der CoR SMRT und Alien (Moehren et 
al., 2007; Dotzlaw et al., 2002). Die SUMOylierungsmutante AR-K385E/K518E (Abb. 4.4C), 
welche instabiler aber stärker transaktivierend ist (Coffey und Robson, 2012;  Poukka et al., 
2000) und nicht von SMRT und Alien reprimiert werden kann, schwächt die LCoR-Repression 
ähnlich wie AR-Δ447-536. 
Die in LNCaP- und C4-2-Zellen exprimierte sowie in PCa nach OH-F Behandlung 
vorkommende und so durch OH-F aktivierte Mutante AR-T877A (Taplin et al., 1999) erhöht 
die LCoR-Repression 1,5-fach verglichen zum wtAR. AR-Δ39-328, welcher fast vollständig die 
für die Transaktivierung nötige AF-1 fehlt und demzufolge stark in der transkriptionellen 
Aktivierung eingeschränkt ist (Asim et al., 2011), verbessert die LCoR-Repression ähnlich 
stark (Abb. 4.4D). Diese Mutante enthält das für die intra- sowie intermolekulare N-C-
Interaktion nötige FxxLFMotiv (AS 23-27), welche mit der AR-Transaktivierung einhergeht 
(Yuan et al., 2013). Jedoch liegen für die Mutante keine Daten zu dieser Interaktion vor. 
An der funktionellen LCoR-AR-Interaktion sind folglich die AR Bereiche DBD, 447-536 sowie 





4.1.5) Konstitutiv-aktives Src erhöht die LCoR-Repression 
Der Effekt von PP2 sollte mit Src-Mutanten bestätigt werden, da PP2 auch unspezifisch auf 
andere Mitglieder der Src-Kinase Familie wirkt. Zuerst erfolgte der Funktionsnachweis der 
Src-Mutanten in LNCaP- und C4-2-Zellen mit dem Reporter Fos-Luc. Dabei bindet Fos, 
welches mit Jun den TF AP-1 bildet und ein Src-Ras-Raf-Erk Target ist, an dessen Promotor 
und induziert die Luc Expression. Daher sollte zunächst die Fos Aktivität nach Transfektion 
der Src-Mutanten gemessen werden. 
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Abb. 4.5) Konstitutiv-aktives Src erhöht die LCoR-Repression, diese wird in C4-2-Zellen durch R1881 
zusätzlich gesteigert, während sie in LNCaP-Zellen durch R1881 reduziert wird  
A) Schema der Fos und Jun Aktivierung über die Src-Kinase aus Oktay et al. (1999). Fos wird über die 
Kinasen Ras, Raf, MEK und ERK aktiviert, während Jun über p130, Crk und JNK aktiviert wird.  
B-D) Die Reportergenassays zur Messung der Fos Aktivierung (B) bzw. LCoR-Repression (C, D) wurden 
wie zuvor (Abb. 4.3) in C4-2- und LNCaP-Zellen durchgeführt. Die Transfektion erfolgte mit 2 µg 
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1 µg pLPC (Leervektor) bzw. pLNCX-Src-Y527F (konstitutiv-aktiv) oder -K295R (dominant-negativ) und 
0,2 µg pCMV-LacZ. In der Kontrolle bei B) wurde statt der Src-Plasmide Kalbsthymus-DNA eingesetzt. 
Außerdem sind dort die niedrigen fachen Aktivierungswerte über den Balken angegeben. Gezeigt ist 
die fache LCoR-Repression, d. h. die mit der LacZ Aktivität normalisierten Luc-Werte, wobei Gal 
jeweils 1 gesetzt wurde. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung vom Mittelwert einer 
Zweifachbestimmung an.    
 
In C4-2-Zellen führt PP2 zur 1,7-fachen Hemmungdes Fos-induzierten Reporters, wobei in 
LNCaP-Zellen nur eine 1,4-fache Inhibierung erreicht wird (Abb. 4.5B). Konstitutiv-aktives Src 
(Y527F) führt zur deutlichen Fos Aktivierung, was ebenfalls stärker in C4-2-Zellen ist. 
Dennoch ist diese hohe Aktivität gleichermaßen durch PP2 in beiden Zelllinien hemmbar. 
Dominant-negatives Src (K295R) bewirkt in beiden Zelllinien eine ähnlich niedrige Fos 
Aktivität wie die durch PP2 gehemmte endogene Src-Kinase, wobei diese Src-Mutante nicht 
weiter durch PP2 inhibiert werden kann. Die Src-Mutanten zeigen somit das erwartete 
Ergebnis in den PCa-Zellen und können zur Untersuchung der LCoR-Repression eingesetzt 
werden. 
In C4-2-Zellen verhindert der Leervektor die Verstärkung durch R1881 (Abb. 4.5C). Die 
konstitutiv-aktive Src-Mutante bewirkt eine deutliche Erhöhung der LCoR-Repression. Die 
Reaktionen auf R1881 sowie die Kombination mit PP2 entsprechen dabei denen ohne 
cotransfizierter Src-Mutante. R1881 führt zur Aktivierung, welche durch PP2 inhibiert wird 
(Abb. 4.5C vgl. 4.3B). PP2 alleine schwächt bereits die durch Src-Y527F -verstärkte LCoR-
Repression ab. Die Src-Inhibierung durch die dominant-negative Src-Kinase wirkt in C4-2-
Zellen in Anwesenheit von R1881 gleichermaßen hemmend auf die LCoR-Repression wie der 
Src-Inhibitor PP2. Src-K295 beeinflusst des Weiteren im Gegensatz zu Src-Y527F nicht die 
basale LCoR-Funktion in C4-2-Zellen (Abb. 4.5C), so wie auch PP2 die basale LCoR-Repression 
nicht verändert.   
In LNCaP-Zellen hat Src-Y527F ebenfalls einen fördernden Effekt auf die LCoR-Repression 
(Abb. 4.5D). Auch hier führt die zusätzliche Src-Inhibierung durch PP2 zur Hemmung dieser 
vermehrten LCoR-Repression. Allerdings führt R1881 in LNCaP-Zellen zur Hemmung der Src-
Y527F-induzierten LCoR-Funktion, während in C4-2-Zellen die ansonsten durch R1881- 
verstärkte Wirkung auch bei Src-Y527F deutlich war. Dies korreliert in LNCaP-Zellen mit dem 
synergistischen Effekt von R1881 und PP2 (Abb. 4.3B). R1881 fördert zwar die LCoR-
Repression, doch aktiver AR bei gleichzeitig aktiviertem Src-Signaling ist hinderlich für LCoR 




R1881 die LCoR-Funktionbei dominant-negativen Src-K295 verstärken. Ohne Hormon jedoch 
ist bei Src-K295R die LCoR-Repression schwächer, was unterstreicht, dass der negative Src-
Einfluss auf LCoR in LNCaP-Zellen nur bei aktivem AR besteht. In Abwesenheit von R1881 
hingegen fördert Src-Signaling die LCoR-Repression wie in C4-2-Zellen. 
Durch Cotransfektion der Src-Mutanten werden demzufolge die Ergebnisse mit PP2 
bestätigt, so dass in LNCaP genau wie in C4-2-Zellen Src-Signaling in Abwesenheit von 
Androgenen einen positiven Einfluss auf LCoR hat. Währenddessen ist die Src-Kinase mit 
R1881, wie zuvor mit PP2 gezeigt, in LNCaP-Zellen hinderlich im Gegensatz zu C4-2-Zellen, 
bei welchen die Kombination aus R1881 und aktivem Src die LCoR-Repression fördert. 
 
4.1.6) Ras ist an der Src-vermittelten LCoR-Funktionssteigerung in C4-2-Zellen beteiligt 
Als nächstes stellte sich die Frage, durch welchen Effektor der Src-Kinase die LCoR-
Repression erhöht wird. Hierzu wurde Ras ausgewählt, ein Membran-assoziiertes kleines 
G-Protein. Dieses wird durch Src aktiviert (Abb. 4.5A) und vermittelt dessen positiven Effekt 




Abb. 4.6) Konstitutiv-aktives Ras erhöht die LCoR-Repression in C4-2-Zellen, während dominant-
negatives Ras die R1881-induzierte LCoR-Repression abschwächt 
Der Reportergenassay zur Messung der LCoR-Repression wurde wie zuvor (Abb. 4.3A) in C4-2-Zellen 
durchgeführt. Transfiziert wurden 2 µg p4xUAS-TK-Luc, 2 µg pGal/Gal-LCoR, 1 µg pCEV-Ras-V12 
(konstitutiv-aktiv) bzw. pcDNA3B-Ras–N17 (dominant-negativ) und 0,2 µg pCMV-LacZ. In der 
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Repression, d.h. die mit der LacZ Aktivität normalisierten Luc-Werte, wobei Gal jeweils 1 gesetzt 
wurde. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung vom Mittelwert einer Zweifachbestimmung.    
 
Konstitutiv-aktives Ras (Ras-V12) fördert die LCoR-Funktion in C4-2-Zellen (Abb. 4.6). 
Entsprechend unterdrückt dominant-negatives Ras (Ras-N17) die Steigerung in Anwesenheit 
von R1881. Die Reaktion ist somit ähnlich wie auf die Src-Mutanten (Abb. 4.5C). Demnach 
kann vermutet werden, dass Ras als ein wichtiges Src Zielprotein und Aktivator der MAPK 
Kaskade, Raf-MEK-ERK, u. a. verantwortlich für die Src-vermittelte Steigerung der LCoR-
Funktion in C4-2-Zellen ist. 
 
4.1.7) Die LCoR-Repression kann in C4-2, im Gegensatz zu LNCaP-Zellen durch zusätzliches 
LCoR gefördert werden 
Des Weiteren sollte indirekt mittels ektopischer LCoR Expression getestet werden, ob die 
endogene LCoR-Menge eventuell unterschiedlich in C4-2- und LNCaP-Zellen kompensiert 
werden kann und ob somit durch eine mutmaßlich vermehrte LCoR-Rekrutierung an den 
Gal-LCoR Komplex die Repression des Reportergens gesteigert werden kann.  
 
 
Abb. 4.7) Die Cotransfektion von LCoR erhöht in C4-2-Zellen, jedoch nicht in LNCaP-Zellen, die 
LCoR-Repression 
Der Reportergenassay zur Messung der LCoR-Repression wurde wie zuvor (Abb. 4.3) in C4-2- und  
LNCaP-Zellen durchgeführt. Transfiziert wurden 2 µg p4xUAS-TK-Luc mit 2 µg pGal/Gal-LCoR, 1 µg 
pSG5/pSG5-LCoR und 0,2 µg pCMV-LacZ. Gezeigt ist die fache LCoR-Repression, d. h. die mit der LacZ 
Aktivität normalisierten Luc-Werte, wobei Gal jeweils 1 gesetzt wurde. Die Fehlerbalken zeigen die 
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Tatsächlich ist eine erhöhte LCoR-Repression in C4-2-Zellen durch zusätzliche LCoR 
Transfektion, nicht jedoch in LNCaP-Zellen zu beobachten (Abb. 4.7). Dies lässt in C4-2-Zellen 
auf eine Rekrutierung von ektopisch exprimierten LCoR schließen. 
 
4.1.8) Src-Signaling und Androgene verändern die Proteinmengen von AR, LCoR und Src 
Um herauszufinden, ob die durch R1881 und PP2 beeinflusste LCoR-Repression durch eine 
veränderte Biosynthese des LCoR-Proteins oder der beteiligten Proteine AR und Src bedingt 
ist, wurden Westenblot-Analysen in den wie zuvor behandelten C4-2- und LNCaP-Zellen 
durchgeführt. So könnte die Proteinmenge mit dem LCoR-Repressionsstatus korrelieren, 
wodurch ein möglicher Mechanismus identifiziert wäre.  
In beiden PCa-Zelllinien wird die AR-Proteinmenge durch den Src-Inhibitor nicht beeinflusst, 
während durch R1881 erwartungsgemäß eine Stabilisierung eintritt (nicht gezeigt, Furutani 
et al., 2002). Weiterhin gibt es eine synergistische AR Zunahme durch gleichzeitige Androgen 
und PP2 Behandlung in C4-2-Zellen, während in LNCaP-Zellen die Src-Inhibierung die durch 
R1881 erhöhte AR-Menge wieder rückgängig macht (nicht gezeigt). In beiden PCa-Zelllinien 
besteht somit keine Korrelation zwischen der AR-Menge und der LCoR-Repression. 
Die LCoR-Proteinmenge wird in C4-2-Zellen durch den Src-Inhibitor sowie etwas stärker 
durch R1881 hochreguliert (Abb. 4.8), was durch die kombinatorische Behandlung mit PP2 
wieder aufgehoben wird. Somit ist die Änderung der LCoR-Proteinmenge in C4-2-Zellen mit 
der LCoR-Repression nach AR Aktivierung sowie gleichzeitiger Src-Inhibierung assoziiert.  
In LNCaP-Zellen wird die LCoR-Proteinmenge durch PP2, entgegen der Wirkung in C4-2-
Zellen, nicht beeinflusst (Abb. 4.8). R1881 führt zur Verringerung, auch bei gleichzeitig 
inhibierter Src-Kinase, was im Gegensatz zur gesteigerten LCoR-Funktion (vgl. Abb. 4.3B) 





















Abb. 4.8) In C4-2-Zellen korreliert die Androgen-vermittelte Erhöhung der LCoR-Proteinmenge 
sowie der leicht antagonistische Effekt durch PP2 mit der LCoR-Repression 
Die Westernblots gegen LCoR (α-LCoR) sowie Aktin zur Normalisierung wurden in C4-2- und LNCaP-
Zellen durchgeführt. Dazu wurden jeweils 300.000 Zellen in je zwei 6-Wells in Hormon-depletiertem 
Medium ausgesät und nach 16-18 h mit 10-9 M R1881 bzw. 10-6M PP2 für 72 h behandelt. Unterhalb 
der Westernblots ist die mit Aktin normalisierte und quantifizierte fache LCoR-Proteinmenge 
dargestellt, wobei der Wert der DMSO behandelten C4-2-Zellen 1 gesetzt wurde. 
 
Auffällig ist, dass in LNCaP-, verglichen zu C4-2-Zellen, ca. dreifach mehr AR-Protein 
vorhanden ist (Abb. A1), während bei LCoR der Unterschied wesentlich stärker ist (Abb. 4.8), 
so dass insgesamt das Verhältnis von LCoR zu AR in C4-2-Zellen geringer ist. 
Neben dem f.l. AR traten auch zwei deutliche untere Banden auf, welche verkürzte AR-
Isoformen repräsentieren könnten (Abb. 4.9). In C4-2-Zellen ist zusätzlich noch eine weitere 
Bande dazwischen zu erkennen. Die untere und stärkere Bande könnte in beiden Zelllinien 
auf die ca. 67 kDa große AR8 Splicevariante mit fehlender DBD und LBD sowie einzigartigem 
C-Terminus hindeuten, welche in CRPC-Zellen hochreguliert ist (Yang et al., 2011). Die obere 
Bande könnte der Isoform AR3, welcher nur die LBD fehlt, entsprechen. Diese konstitutiv-
aktive, ligandenunabhängige AR Splicevariante sorgt für kastrationsresistentes PCa-
Wachstum in vivo (Watson et al., 2010). 
Es ist deutlich, dass beide verkürzte AR Varianten in LNCaP-Zellen häufiger auftreten als in 
C4-2-Zellen (Abb. 4.9), jedoch ist die Verstärkung durch die Behandlung in C4-2-Zellen 





















































































sowie etwas stärker durch die Kombination hochreguliert. Auch verglichen zum f.l. AR ist in 
C4-2-Zellen die Induktion der Menge der AR-Splicevarianten um ein vielfaches höher. 
Als nächstes folgte die Untersuchung der Src-Proteinmengen. Von diesen können allerdings 
keine Rückschlüsse auf die Src-Aktivität gemacht werden (Xu et al., 2012). Dies erklärt, dass 
PP2 nicht die Src-Menge beeinflusst (nicht gezeigt). Die Src-Menge korreliert auch nicht mit 
der Aggressivität, Androgenunabhängigkeit sowie Proliferationsrate in den verschiedenen 
PCa-Zellen (Xu et al., 2012).  
Generell sind wie bei AR und LCoR auch höhere Src-Proteinmengen (knapp zweifach) in 
LNCaP- als in C4-2-Zellen zu verzeichnen. R1881 erhöht die Src-Menge in beiden PCa-





Abb. 4.9) Die Menge der AR-Splicevarianten wird durch R1881 und PP2 ähnlich beeinflusst wie der 
f.l. AR, in C4-2-Zellen sind die Effekte deutlich stärker 
Die Westernblots gegen AR (α-AR) sowie Aktin zur Normalisierung wurden in C4-2- und LNCaP-Zellen 




































































































der starken f.l. AR Bande sind gekennzeichnet. Unterhalb der Westernblots befinden sich die mit 
Aktin normalisierten und quantifizierten fachen Proteinmengen, aller drei erkennbaren AR-Isoformen 
insgesamt. Der Wert der DMSO behandelten C4-2-Zellen wurde 1 gesetzt. R+P bedeutet R1881+PP2. 
 
Schließlich korreliert die R1881-vermittelte Funktionssteigerung von LCoR in beiden 
Zelllinien mit der durch R1881 hervorgerufenen AR- sowie Src-Proteinstabilisierung. In C4-2-
Zellen besteht außerdem ein Zusammenhang zwischen der Regulation der LCoR-Repression 
und der veränderten LCoR-Proteinmenge durch R1881 und auch PP2.  
Zusammenfassend konnte für die zwei mutmaßlich AR-bindenden LCoR-Domänen 101-218 
und 219-433 eine direkte und voneinander unabhängige Interaktion mit der AR-DBD in vitro 
nachgewiesen werden.  
Es zeigte sich in den LNCaP-Zellen eine R1881-verstärkte LCoR-Repressionsfunktion, welche 
durch PP2 weiter gesteigert wird. Src-Signaling scheint daher in Kombination mit R1881 
negativ in diesen androgenabhängigen Zellen zu sein, wohingegen ohne R1881 die 
konstitutiv-aktive Src-Kinase förderlich ist. In C4-2-Zellen unterstützt diese, vermittelt u. a. 
durch Ras, ebenfalls die LCoR-Repression, welche außerdem wie in LNCaP-Zellen durch 
R1881 verstärkt wird. Die Steigerung wird allerdings im Gegensatz zu LNCaP-Zellen durch 
PP2 gehemmt. Die LCoR-Bindung zum AR verhält sich in ähnlicher Weise in diesen 
androgenunabhängigen Zellen, so dass hier Src-Signaling positiv für LCoR, unabhängig vom 
AR Aktivierungsstatus, ist.  
 
4.1.9) Herstellung neuartiger CoR 
Aufgrund der komplexen und inkonsistenten Regulation von LCoR durch Src-Signaling ist die 
Anwendung der LCoR-Domänen zu riskant. Insbesondere in LNCaP-Zellen reagiert die LCoR-
Funktion sensitiv auf die getesteten Veränderungen. So hat die Src-Kinase je nach AR 
Aktivierungsstatus gegensätzliche Effekte auf die LCoR-Repression. Andererseits ist der 
Einfluss von R1881 verschieden in Abhängigkeit der Src-Aktivität. Denn R1881 fördert die 
LCoR-Repression bei inaktiver Src-Kinase, hemmt diese jedoch bei gleichzeitigem Src-
Signaling, in C4-2-Zellen ist es umgekehrt.  
Außerdem wirkt sich zwischen den nah verwandten Zelllinien der Src-Inhibitor gegensätzlich 
auf die R1881-verstärkte LCoR-Repression aus, was bereits die Bindung zum AR zu betreffen 
scheint. Analog besteht zwischen den Zelllinien die Diskrepanz der androgenen Wirkung 




abschätzbar, welche oft heterogen sind bezüglich der Abhängigkeit von Androgenen und 
wodurch der Einfluss von R1881 und der Src-Kinase absolut verschieden sein könnte. Vor 
allem ist es ein großer Nachteil, dass in den androgenabhängigen Zellen die Regulation von 
LCoR durch Src je nach Verfügbarkeit von Androgenen konträr ist. Dies würde bei einer 
potenziellen Therapie die Bestimmung der Src-Kinase Aktivität sowie die Erzeugung 
entsprechender Hormonkonzentrationen erfordern. Da bereits die zwei getesteten 
Einflussgrößen widersprüchliche Effekte haben, ist davon auszugehen, dass die Regulation 
von LCoR sehr komplex und vor allem variabel ist. Dies würde bei einem Einsatz eine 
beständige Wirkung sowie Vorhersagbarkeit stark einschränken. 
Daher wurden für die Generierung eines neuen spezifischen CoR zur konstanten AR-Bindung 
sowie Inhibierung künstliche ca. 30 AS lange PA an die humane Transrepressionsdomäne 
SUMOG97A fusioniert (Reeb und Gerlach et al., 2011). Aufgrund der geringen Größe und der 
synthetischen AS-Sequenz sind die Regulationsmöglichkeiten der Bindung zum AR durch 
zelluläre Signalwege geringer und auch umgekehrt ist es unwahrscheinlicher, dass andere 
Faktoren außer dem AR reguliert werden.  
 
4.2) Aufreinigung der PAB-CoR-Peptide und Funktionsanalyse in PCa-Zellen 
 
Zur Generierung zellpermeabler Peptide für eine zukünftige potenzielle Therapie ohne 
Einsatz riskanter DNA-Vektoren wurde an die SUMO-PA(524)-Fusion eine PTD angehängt. 
Dadurch entstand das sogenannte zellpermeable Peptidaptamer-basierte CoR (PAB-CoR) 
Peptid 9R-524, welches den AR sowie das Wachstum von LNCaP-Zellen effizient inhibiert 
(Reeb und Gerlach et al., 2011). Im Weiteren sollte die bisher geringe Ausbeute dieses 
Peptids sowie eines zusätzlichen, 9R-513 (Diplomarbeit M. Heinßmann, 2010), verbessert 
werden und anschließend die Wirkung in weiteren Zelllinien sowie die molekularen 
Mechanismen untersucht werden. 
 
4.2.1.) Einfluss von AR-Liganden auf die Interaktion zwischen GST-9R-524 und dem AR 
Zunächst sollte, wie für die LCoR-Domänen, anhand eines GST-Pulldowns die physikalische 
Interaktion zwischen 9R-524 und dem in LNCaP-Zellen enthaltenen AR-T877A in 
Anwesenheit verschiedener AR-Liganden getestet werden. Dabei dient 9R als 




Isolierungseffizienzen der GST-Fusionen und Erhöhung der Spezifität durch einen 
Blockschritt sowie geringerer Detergenzkonzentration ist deutlich, dass GST-9R-524 
spezifisch mit dem AR interagiert (Abb. 4.10). Es ist nur eine leichte Bindung des 
Kontrollpeptids vorhanden, die entweder durch die PTD 9R oder die SUMO Domäne erzeugt 
wird, da GST alleine keine AR-Interaktion zeigt. Die absolute Bindung zwischen 9R-524 und 
AR wird durch R1881 deutlich verstärkt, so wie es auch bei LCoR beobachtet wurde (Abb. 
4.2). Etwas weniger stark ist die Interaktion in Anwesenheit der Antagonisten OH-F und Cas, 
bei Letzterem bindet allerdings auch 9R stark. Mit CPA hingegen ist die Interaktion 
schwächer, verglichen zur unbehandelten Kontrolle. Die höchste relative bzw. spezifische 
AR-Bindung (GST-9R-524 gegenüber GST-9R) besteht in Gegenwart von OH-F, gefolgt von 
R1881 und der Abwesenheit von Hormonen. 
Folglich konnte eine PA-spezifische Interaktion zwischen 9R-524 und dem AR in vitro 




Abb. 4.10) 9R-524 zeigt eine spezifische AR-Bindung in vitro, welche mit R1881 und dem 
Antiandrogen OH-F verstärkt ist 
Der Westernblot gegen AR (α-AR) erfolgte nach dem GST-Pulldown. Dazu wurde der E. coli Extrakt 
für GST (20 µl) sowie GST-9R bzw. GST-9R-524 (je 100 µl) mit jeweils 20 µl Glutathion Sepharose 
aufgereinigt. Die Beads wurden mit 5 %igem Milchpulver wie zuvor (Abb. 4.1B) abgesättigt. 
Anschließend wurden sie mit 0,5 mg LNCaP GZE-Protein, hergestellt mit 0,1 % NP-40-haltigen NETN-
Puffer, in Anwesenheit der AR-Liganden 10-8 M R1881 und jeweils 10-7 M CPA, Cas und OH-F 
inkubiert. Gezeigt ist der α-AR Westernblot, wobei sich alle Proben auf derselben Membran 
befinden. Darunter ist die spezifische AR-Bindung (GST-9R-524 gegenüber GST-9R) angegeben, 
welche densitometrisch bestimmt wurde. Es wurde 10 % Input (50 µg GZE) geladen, die Ponceau-








































4.2.2)  Wirkung der 9R-fusionierten PAB-CoR Konstrukte auf die Transaktivierung des 
wtAR und der AR-Mutanten  
Nach Bestätigung der PA-abhängigen Bindung des neuen synthetischen Corepressorpeptids 
9R-524 an den AR in vitro sollte dessen Wirkung nach Transfektion des entsprechenden 
Expressionsplamids auf die AR-Transaktivierung im Reportergenassay untersucht werden. 
Neben dem wtAR wurden auch die in LNCaP- und C4-2-Zellen vorhandene AR-T877A-
Mutante sowie die konstitutiv-aktive AR-ΔLBD-Mutante analysiert. Dabei wurde der 
ebenfalls vielversprechende CoR 9R-513 eingeschlossen, welcher nach Entfernung des 
bakteriellen GerüstproteinsTrxA weiterhin eine effiziente Reduktion der AR-Transaktivierung 
sowie des LNCaP-Zellwachstums bewirkt (Diplomarbeit M. Heinßmann, 2010). 
Beide PAB-CoR Konstrukte hemmen die wtAR vermittelte Hormoninduktion (Abb. 4.11 links). 
9R-524 inhibiert in Anwesenheit von 10-7 M CPA zweifach, mit 10-9 M R1881 besteht jedoch 
kein signifikanter Effekt auf den wtAR. 9R-513 hemmt hingegen diese Induktion zweifach, die 
CPA-verstärkte wtAR-Transaktivierung wird durch 9R-513 noch deutlicher inhibiert (3,5-fach) 
und ist somit auch stärker gegenüber der 9R-524 Wirkung. 
 
   
Abb. 4.11) 9R-513 hemmt die Transaktivierung des wtAR und AR-T877A nach Induktion mit R1881 
sowie Antagonisten und zusätzlich AR-ΔLBD, während 9R-524 schwächer und nur mit vereinzelten 
Liganden wirkt  
Die Reportergenassays zur Messung der AR-Transaktivierung wurden in CV1-Zellen durchgeführt. 
Dazu wurden 50.000 Zellen in Hormon-depletiertem Medium in einem 6-Well ausgesät. Die 

































































































R1881 10-9 M 





AR-T877A (rechts), 1 µg pcDNA3-ATG-9R/-9R-524/-9R-513 sowie 0,2 µg pCMV-LacZ. Der 
Transfektionsansatz blieb für 16-18  h auf den Zellen. Behandelt wurde für 72 h in Hormon-
depletiertem Medium mit DMSO, 10-7 M CPA, 10-9 M R1881 (dunkelgrün), 10-10 M R1881 (hellgrün) 
sowie 10-7 M OH-F. Gezeigt sind die mit der LacZ Aktivität normalisierten Luc-Werte als fache AR 
Hormoninduktion, wobei die Werte der unbehandelten Zellen, außer bei AR-deltaLBD, jeweils 1 
gesetzt wurden. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung vom Mittelwert einer 
Zweifachbestimmung an.    
 
Zusätzlich kann 9R-513 effizient (beinahe vierfach) die AR-ΔLBD-Mutante hemmen, welche 
konstitutiv und unabhängig von Liganden aktiv ist und durch 9R-524 nicht beeinflusst wird 
(Abb. 4.11 Mitte).  
Die AR-T877A vermittelte Transaktivierung wird durch 9R-524 nur in Gegenwart von 10-10 M 
R1881 gehemmt (zweifach) und, wie bei dem wtAR, nicht mit 10-9 M R1881 (Abb. 4.11 
rechts). Im Gegensatz dazu halbiert 9R-513 die durch 10-9 M R1881-induzierte AR-T877A 
Transaktivierung ähnlich stark wie die des wtAR. Mit der zehnfach niedrigeren R1881 
Konzentration ist die Inhibierung noch stärker (3,4-fach), auch verglichen zu 9R-524. Mit 
OH-F und CPA wird währenddessen im Gegensatz zu 9R-524 eine halbierte Aktivität durch 
9R-513 erreicht.  
Dementsprechend inhibiert 9R-513 die AR-Transaktivierung effizienter und zeigt außerdem 
ein größeres Wirkspektrum hinsichtlich der getesteten AR-Liganden sowie auch der AR-
Mutanten. 
 
4.2.3) Einfluss aktiver PKA auf die 9R-524 und 9R-513 vermittelte Repression der AR-
Transaktivierung 
Von großer Bedeutung ist, ob die neuen CoR in der Lage sind, auch in der Anwesenheit von 
aktiver PKA das AR-responsive Reportergen zu hemmen. Denn die PKA-vermittelte 
Signaltransduktion führt zur androgenunabhängigen AR Aktivierung und trägt so zum 
therapieresistenten Tumorwachstum bei (Sadar et al., 1999), ähnlich dem negativen Einfluss 
der Src-Kinase (Asim et al., 2008), welche außerdem die R1881-verstärkte LCoR-Repression 
in LNCaP-Zellen reduziert (Abb. 4.3B). Da die aktive PKA die 9R-524 Bindung an den AR nicht 
abschwächt (Reeb and Gerlach et al., 2011), war diese Kinase von besonderem Interesse. 
Bei dem viralen MMTV Promotor des Reportergens verlieren die 9R-fusionierten PAB-CoR 
Konstrukte ihre Repressionsfunktion für die wtAR-Transaktivierung in Anwesenheit von 
aktiver PKA (nicht gezeigt). Währenddessen bleibt bei dem Promotor des humanen 




bestehen, sowohl in Gegenwart von R1881 als auch CPA (Abb. 4.12). Die Cotransfektion 
aktiver PKA bewirkt dabei eine massive Steigerung der AR-Aktivität um das Fünffache, 
welche nach Androgen-Induktion durch 9R-513 fast halbiert wird. In Anwesenheit von CPA 
besteht eine 1,7-fache Hemmung, wodurch schließlich die Repression ähnlich effektiv ist wie 
in Abwesenheit ektoptischer PKA Expression. Außerdem konnte nachgewiesen werden, dass 




Abb. 4.12) Bei zusätzlich transfizierter aktiver PKA hemmt 9R-513 weiterhin die wtAR-
Transaktivierung des pARR3(Probasin)-Promotors 
Der Reportergenassay zur Messung der AR-Transaktivierung wurde in CV1-Zellen durchgeführt. Dazu 
wurden 50.000 Zellen in Hormon-depletiertem Medium in einem 6-Well ausgesät. Die Transfektion 
erfolgte mit 1 µg pARR3-Luc, 0,02 µg pSG5-wtAR, 1 µg pcDNA3-ATG-9R/-9R-524/-9R-513, 1 µg 
pABΔgal (Leervektor) bzw. pRSV-PKA sowie 0,2 µg pCMV-LacZ. Der Transfektionsansatz blieb für 16 -
18  h auf den Zellen. Behandelt wurde für 72 h in Hormon-depletiertem Medium mit DMSO, 10-9 M 
R1881 oder 10-7 M CPA. Gezeigt sind die mit der LacZ Aktivität normalisierten Luc-Werte als 
Hormoninduktion, wobei der Wert der unbehandelten Zellen jeweils 1 gesetzt wurde. Die 
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung vom Mittelwert einer Zweifachbestimmung an.    
 
Neben dieser effizienten AR-Bindung und -Inhibierung durch die neuartigen CoR, wobei 
insbesondere 9R-513 aufgrund der stärkeren Effekte, des breiteren AR-Mutanten- und 
Ligandenspektrums sowie des Funktionserhalts bei aktiver PKA vielversprechend ist, 






















































Expression, sowohl in Gegenwart von R1881 und OH-F als auch ohne Hormonzugabe (Reeb 
und Gerlach et al., 2011).  
Allerdings ist es für eine umfassende Charakterisierung dieser PA-basierten CoR erforderlich, 
die bakterielle Expression sowie die über GST-vermittelte Affinitätsaufreinigung zu 
optimieren, da die Peptidausbeute gering ist und es zusätzlich zum massiven Verlust 
während der Abspaltung des GST-Tags durch Thrombin kommt (Diplomarbeit C. Gerlach, 
2008). Durch nicht sofortiges Abkühlen auf die Expressionstemperatur, Änderung der 
Expression von 16°C über Nacht (üN) auf 4°C für 72 h sowie durch Zusatz von Protease-
Inhibitoren während der bakteriellen Proteinextraktion konnte wesentlich mehr 9R-524 
Peptid gewonnen werden (nicht gezeigt). Weiterhin sind neben der Cotransformation von in 
E. coli seltenen tRNAs auch eine kürzere Thrombin-Inkubation von üN auf 5 h und der 
Wechsel des herkömmlichen Spaltungpuffers (Dissertation M. Eckey, 2001) zu PBS sehr 
vorteilhaft (nicht gezeigt). Trotz aller Optimierungen ist die PAB-CoR-Peptid Ausbeute 
weiterhin gering. Darüber hinaus liegt der Anteil nur bei 15 % (nicht gezeigt), wodurch diese 
Proteinlösung für die Anwendung als AR-spezifischer CoR nicht geeignet ist, da zu viele 
Nebeneffekte zu erwarten sind. Deshalb sollte ein anderes Aufreinigungssystem verwendet 
werden, welches möglicherweise zur effektiveren und reineren Peptidisolierung führt. 
 
4.2.4) Aufreinigung der PAB-CoR-Peptide als His-Fusion mittels Nickel (Ni) -NTA Agarose 
Da generell die rekombinante Biosynthese kleinerer Proteine effizienter ist, sollte für die 
Herstellung der PAB-CoR-Peptide der nur sechs AS große His-Tag verwendet werden, 
wodurch die Fusionsproteine verglichen zu GST (26 kDa) in etwa nur halb so groß sind. Unter 
durchgehend nativen Bedingungen führte die Affinitätsaufreinigung mit Ni-NTA-Agarose zur 
unspezifischen Proteinanreicherung. Dennoch konnte dabei durch Verlängerung der 
Kopplungszeiten sowie Imidazol im Bindepuffer für mehr Stringenz die Ausbeute erhöht 
werden. Verschiedene Sonifizierstärken und Volumina des bakteriellen Proteinextrakts 
haben jedoch keinen Einfluss (Daten nicht gezeigt). Die denaturierende Bakterienlyse mit 
anschließenden Hybridkonditionen (Kopplung und erste Waschschritte denaturierend, letzte 
Waschschritte sowie Eluierung nativ zur Peptidrückfaltung) stellte sich als geeigneter 
hinsichtlich Reinheit und Ausbeute heraus, auch verglichen zu durchgängig denaturierenden 
Bedingungen (nicht gezeigt). Letztere könnten aufgrund stringenterer Verhältnisse zum 




Für die Proteinextraktion ist Guanidin-Hydrochlorid (G-HCl) förderlicher als Harnstoff (Abb. 
4.13 vgl. Spur 4 und 6 bzw. 5 und 7). Aufgrund der geringen Eluierungseffizienz, wodurch His-
9R-524 unterhalb der Coomassie Nachweisgrenze liegt (nicht gezeigt), scheint es eine hohe 
Affinität zu den Ni-NTA Beads zu haben.  
Direkt nach der bakteriellen Proteinextraktion tritt das His-9R-524 Peptid deutlich in den 
Vordergrund (Spur 1 und 2). Die fehlende IPTG-Induktion (Spur 3) als Negativkontrolle 
verifiziert die mutmaßliche His-9R-524 Bande als rekombinantes Peptid. Der Zusatz von 
Lysozym erhöht die Ausbeute dabei leicht (Abb. 4.13 vgl. Spur 1 und 2) sowie auch die des 
aufgereinigten Peptids nach Extraktion mit Harnstoff (vgl. Spur 6 und 7), jedoch nicht bei G-
HCl (vgl. Spur 4 und 5).  
Es wurde auch ein unterschiedlicher pH-Wert für die denaturierenden Waschpuffer getestet. 
Dabei ist der im Standardprotokoll verwendete pH von 5,3 geeigneter als 4,0 (vgl. Spur 4 und 
8). Offensichtlich sind diese Bedingungen, ähnlich der vollständig denaturierenden 




Abb. 4.13) Für die Proteinextraktion zur Affinitätsaufreinigung der His-Fusionen ist Guanidin-
Hydrochlorid (G-HCl) besser geeignet als Harnstoff  
Die Coomassie-Färbung zeigt die Pellets des bakteriellen Proteinextraktes und die mit Ni-NTA-
Agarose aufgereinigten und an Beads gekoppelten His-9R-524 Peptide. Verglichen wurden Harnstoff- 
und G-HCl (bei zwei unterschiedlichen pH-Werten)-basierte Puffer zur Bakterienlyse. Dazu wurde der 
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Für die Elektrophorese der Bakterienpellets wurden nur Harnstoff-basierte Extrakte verwendet, da G-
HCl durch SDS ausfällt. Für die PAGE wurden jeweils 20 µl Pellets bzw. Beads mit SDS-Ladepuffer 
aufgekocht und auf das Gel geladen. Alle Spuren stammen vom selben SDS-Gel. 
 
Des Weiteren wurde anhand des Einsatzes verschiedener Mengen an bakteriellen 
Proteinextrakt und wiederholter Inkubation der Beads sichergestellt, dass diese mit der nach 
dem Hersteller angegebenen Proteinextraktmenge abgesättigt sind (nicht gezeigt).  
Schließlich konnte mehr Stringenz mit dem His-Tag verglichen zu GST erreicht werden, es 
sind lediglich zwei deutliche Banden vorhanden, wobei die untere höchstwahrscheinlich ein 
abgebautes bzw. verkürzt translatiertes His-9R-524 Peptid darstellt. Somit entstehen 
weniger Nebenprodukte als bei der Aufreinigung über GST, was möglicherweise auf 
geringeren Proteinabbau hindeutet und zeigt, dass 9R-524 durch die His-Fusion definitiv 
spezifischer angereichert werden kann.  
Durch einen Wechsel der Expressionstemperatur von 16°C auf 30°C wurde die 
densitometrisch ermittelte Peptidausbeute außerdem 20-fach gesteigert (Abb. 4.14A). Die 
Quantifizierung mit Hilfe eines BSA Standards ergab in den ersten beiden Eluaten 
durchschnittlich knapp 0,1 µg/µl an spezifischen His-9R-524 Peptid. Neben dem Testen 
verschiedener Expressionsbedingungen sollte die weiterhin ineffiziente Eluierung durch 
stringentere Puffer verbessert werden. Dabei stellte sich für die Expression von 9R-524 eine 
Temperatur von 30°C bei einer Induktion mit 0,2 mM IPTG sowie 750 statt 350 mM Imidazol 
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B Quantifizierung für 9R-524 
 
Expression  




(B+E)  % Eluat  
30°C; 0,1 mM  0,35 Beads  337.494 466.753 27,7 
  
Eluat  129.259  
  
30°C; 0,2 mM  0,5 Beads  332.565 547.216 39,2 
  
Eluat  214.651 
  
37°C;  0,1 mM  0,75 Beads  296.369 495.388 40,2 
  
Eluat  199.019 
  
37°C; 0,2 mM  1,0 Beads  313.112 494.146 36,6 
  
Eluat 181.034 
   
Abb. 4.14) Die Expression bei 30°C erhöht drastische die 9R-524 Peptidausbeute, durch 
Änderungen der Expressions- und Eluierungsparameter sind weitere Steigerungen möglich 
A) Die Coomassie-Färbung zeigt das wie zuvor (Abb. 4.13) mit Ni-NTA-Agarose aufgereinigte His-9R-
524 Peptid, zum Einen noch an Beads (B) gebunden, vor und nach der Elution (v. bzw. n.E.) und zum 
Anderen die Eluate (E). Es ist eine 20-fache Steigerung bei der 30°C Expression üN verglichen zu 16°C 
üN densitometrisch ermittelt wurden (linkes Gel, erste beiden Spuren). Die Quantifizierung der 9R-
524 Bande mit Hilfe eines BSA Standards (1-3 µg) ergibt in den ersten beiden Eluaten (350 mM 
Imidazol, Elutionspuffer:Beadsvolumen = 1:1) knapp 2 µg und durchschnittlich 0,095 µg/µl His-9R-
524 Peptid. Für die PAGE wurden jeweils 20 µl Überstand bzw. Beads mit SDS-Ladepuffer aufgekocht 
und auf das Gel geladen. Die Spuren im linken Panel stammen von demselben SDS-Gel. 
B) Es wurden 30°C und 37°C (jeweils üN) mit entweder 0,1 oder 0,2 mM IPTG für die Expression 
getestet. Die Eluierungseffizienz wurde im Bereich von 0,35 bis 1 M Imidazol überprüft. Die 
densitometrisch quantifizierten Coomassie-Banden (nicht gezeigt) ergaben ein Optimum für die 
Expression von PAB-CoR 9R-524 bei 30°C und 0,2 mM IPTG und für die Eluierung eine 
Imidazolkonzentration von 750 mM. 
 
Es konnte eine 1,5-fache Steigerung der Eluierungseffizienz von 28 auf 40 % durch die ca. 
doppelte Imidazolkonzentration erreicht werden, während die zweifache IPTG-Menge, 
ebenso wie der Unterschied von 7°C nur geringfügig die Expression erhöhen. Für 9R-513 sind 
dieselben Expressions- sowie Isolierungsbedingungen optimal, dennoch ist der Peptidgewinn 
sechsfach niedriger aufgrund einer geringeren Expressions- bzw. Aufreinigungseffizienz. 
Außerdem weist 9R-513 die geringste Eluierungseffizienz unter den Peptiden mit nur 30 % 
auf (nicht gezeigt), was auf eine sehr hohe Affinität zum Säulenmaterial schließen lässt. Für 
9R sind währenddessen 30°C; 0,1 mM IPTG sowie 1 M Imidazol günstig. Die Peptidausbeute 
ist ähnlich wie für 9R-13 und somit ebenfalls wesentlich schwächer verglichen zu 9R-524. 
Insgesamt konnte die Ausbeute von 9R-524 mittels His-Tag und Ni-NTA-Agarose 
Aufreinigung um das rund Zehnfache gesteigert werden im Vergleich zur Aufreinigung als 
GST-Fusion (Abb. 4.15). So konnte nach Abspaltung von GST durch Thrombin 9R-524 mit 
einer Ausbeute von 570 µg/l Bakterienkultur isoliert werden (links), wobei über den His-Tag 









Abb. 4.15) Mittels His-Tag und der Aufreinigung über Ni-NTA-Agarose konnte zehnfach mehr 9R-
524 gewonnen werden im Vergleich zur Aufreinigung über die GST-Fusion 
Die Coomassie-gefärbten Gele zeigen das affinitätsaufgereinigte 9R-524 Peptid, links in E. coli HB101 
exprimiert und isoliert mittels GST-Fusion über Glutathion Sepharose. Dazu wurde der E. coli Extrakt 
für das 53,4 kDa große GST-9R-524 (100 µl) mit 20 µl Glutathion Sepharose aufgereinigt, wobei der 
Überstand das von GST abgespaltene 9R-524 Peptid (27,4 kDa) enthält. Die Beads wurden nach der 
Spaltung aufgetragen. Rechts wurde das His-fusionierte Peptid (28,1 kDa) in E. coli BL21 exprimiert 
und über Ni-NTA-Agarose aufgereinigt (wie in Abb. 4.13). Gezeigt sind das erste Eluat und die Beads 
nach Eluierung. Die Eluierungseffizienz beträgt dabei ca. 40 %. Für die PAGE wurden jeweils 20 µl 
Beads und Überstand bzw. Eluat mit SDS-Ladepuffer aufgekocht und auf das Gel geladen. Unten sind 
die mittels BSA (nicht gezeigt) quantifizierten Peptidmengen je l Bakterienkultur angegeben. Die 
Spuren links stammen vom selben SDS-Gel. 
 
4.2.5) Aufbereitung der PAB-CoR-Peptide für die funktionellen Analysen in Zellkultur 
Da Imidazol eine mäßige Toxizität aufweist mit einem LD50-Wert von 220 mg/kg 
Körpergewicht Ratte, sollte die Verträglichkeit in LNCaP-Zellen konzentrationsabhängig 
bestimmt werden. So ist der Elutionspuffer mit 1 M Imidazol in einem Anteil im Medium von 
20 % bis 40 % vollständig letal für die LNCaP-Zellen, bei 10 % konnten wenige Zellen, rund 
20 %, überleben (Abb. 4.16A). Nach Entfernung des Imidazols durch Dialyse mittels eines 
Zellulose-Schlauchs mit einer Ausschlussgrenze von 14 kDa gegen PBS (pH 8.0) in einem 
20-fachen Volumen des Eluats  bewirkt der Elutionspuffer nach drei Tagen kein vermindertes 








Aufreinigung mit GST-Tag (E.coli HB101)  
~6 mg aus 1 l Kultur~570 µg  aus 1 l Kultur 





















Der dialysierte Elutionspuffer ist ebenfalls im Langzeitversuch bis zu einem Anteil von 30 % 
nicht toxisch für LNCaP-Zellen (Abb. 4.16C), was einer 9R-524 Peptidkonzentration von 
0,72 µM entspricht, während 40 % Endkonzentration eine leichte proliferationshemmende 
Wirkung zeigen. Ausgehend von dieser Konzentration können ungefähr 0,9 µM dialysiertes 
9R-524 Peptid eingesetzt werden. Als Vergleich konnte zuvor mit 0,3 µM GST-aufgereinigten 
Peptid bereits eine zweifache Wachstumshemmung erreicht werden (Reeb und Gerlach et 
al., 2011). 
Als Alternative zur Imidazolentfernung mittels Dialyse wurde die Ultrafiltration getestet, 
welche schneller ist und somit Proteinabbau vermeiden und gleichzeitig zur Konzentrierung 
der Peptide führen sollte. Allerdings stellte sich diese Methode als ungeeignet heraus, aus 
der Polyethersulfone-Membran konnte nur ein geringer Anteil regeneriert werden (nicht 
gezeigt). Die Imidazol-freie Isolierung der Peptide mittels Abspaltung durch die TEV-Protease 
erzielte ebenfalls geringe Ausbeuten (nicht gezeigt). 
 






          
 
Wenn 9R-524 = 0.057 µg/ml (40% von 0,095 µg/µl aus Abb. 4.14A)
400 µl = 0,96 µM
200 µl = 0,48 µM
































































































Abb. 4.16) Die Dialyse reduziert deutlich die Zytotoxizität des Elutionspuffers  
A) Das relative Wachstum der LNCaP-Zellen gibt den fachen Unterschied der Zellanzahl am Tag 3 
geteilt durch Tag 0 an. 9.000 LNCaP-Zellen wurden in 12-Wells ausgesät und 48 h später für 72 h mit 
100 bis 400 µl des gegen PBS dialysierten (dial. E.P.) sowie unbehandelten Elutionspuffers (undial. 
E.P.) in 1 ml Zellkulturmedium behandelt. Über dem Diagramm befinden sich die potenziellen 9R-524 
Peptidkonzentrationen bei den entsprechenden Volumina an Elutionspuffer. PBS diente als Kontrolle 
und „ƚ“ bedeutet, dass keine lebenden Zellen mehr vorhanden waren. Die Fehlerbalken zeigen die 
Standardabweichung vom Mittelwert einer Vierfachbestimmung an.   
B) Die Coomassie-Färbung zeigt das Eluat (E) 1 von His-9R-524. Die Aufreinigung erfolgte wie in Abb. 
4.13. Nach der Dialyse ist ein Verlust der entsprechenden Bandeninentsität um 40 % zu verzeichnen. 
Die photometrische Konzentrationsmessung ergab 0,1 µg/µl im Gesamteluat, wobei nach 
densitometrischer Quantifizierung das His-9R-524 Peptid einen Anteil von 50 % hat. 
C) Das absolute Wachstum der LNCaP-Zellen gibt die Zellanzahl in Millionen am Tag 0, 4, 8 und 12 an. 
9.000 LNCaP-Zellen wurden in 12-Wells ausgesät und 48 h später mit 300-400 µl (oben) bzw. 
100-200 µl (unten) dialysiertem Elutionspuffer (E.P.) oder PBS pro ml Medium am Tag 0, 2, 4, 6 und 8 
behandelt. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung vom Mittelwert einer 





















PBS 400 µl 
E.P. 400 µl 
PBS 300 µl 





















PBS 200 µl 
E.P. 200 µl 
PBS 100 µl  




Die Gesamtausbeute nach Dialyse beträgt 330 µg 9R-524 Peptid in 5,9 ml Eluat (ca. 
0,05 µg/µl) aus einer Bakterienkultur von 100 ml, was 3,3 mg pro l Bakterienkultur 
entspricht. Dieser Ertrag spiegelt den Verlust des Peptids, was zuvor mit 6 mg/l isoliert 
werden konnte (Abb. 4.15), während der Dialyse um etwa 40 % wider. So ist die 
Gesamtausbeute gegenüber der GST-vermittelten Aufreinigung dennoch ca. fünffach 
gesteigert. 
Somit konnte nun die Behandlung der LNCaP-Zellen mit den His-fusionierten PAB-CoR-
Peptiden erfolgen. Zum Abgleich der Mengen wurden die dialysierten Eluate aller drei 
Peptide auf ein Gel aufgetragen (nicht gezeigt). Wie zuvor erwähnt (Kapitel 4.2.4), ist die 
Proteinausbeute von 9R-513 geringer verglichen zu 9R-524.  
Die Behandlung der LNCaP-Zellen über acht Tage (an den Tagen 0, 2, 4 und 6) ergibt eine 
signifikante Proliferationshemmung durch 0,7 µM 9R-524 sowie 9R-513, was 400 µl 
dialysiertem Eluat/ml Medium entspricht (Abb. 4.17A, gezeigt am Beispiel von 9R-524). 
Allerdings hat die Negativkontrolle 9R einen ähnlichen Effekt. Bei 0,36 und 0,54 µM (200 und 
300 µl Eluat/ml Medium) sind jeweils keine signifikanten Effekte mehr vorhanden.  
Untersucht wurde auch der Einfluss auf die Menge des Zielmoleküls AR, welche von den 
Peptiden 9R-524 und 9R-513 im Bereich von 0,36 - 0,7 µM im Gegensatz zu 9R effizient 
vermindert wird (Abb. 4.17B). Somit scheinen beide Peptide den AR PA-spezifisch zu 




400 µl = 0,70 µM
300 µl = 0,54 µM






















dial. E.P. 400 µl  
9R 0,7 µM 
9R-524 0,7 µM 
9R 0,54 µM 
9R-524 0,54 µM 
9R 0,36 µM 






Abb. 4.17) In LNCaP-Zellen reduzieren 0,36 bis 0,7 µM 9R-524 sowie -513 das AR-Proteinniveau 
PA-spezifisch, jedoch wird die Proliferation gleichermaßen auch vom Kontrollpeptid 9R gehemmt 
A) Das relative Wachstum der LNCaP-Zellen gibt den fachen Unterschied der Zellanzahl am Tag 3 und 
5 geteilt durch Tag 0 an. 9.000 LNCaP-Zellen wurden in 12-Wells ausgesät und 48 h später an den 
Tagen 0, 2 und 4 mit 9R-524 in den Konzentrationen 0,36, 0,54 und 0,7 µM, was 200 – 400 µl 
dialysiertem Eluat in 1 ml Medium entspricht, behandelt. Über dem Diagramm befinden sich die 
Volumina an Elutionspuffer bei den entsprechenden 9R-524 Peptidkonzentrationen. 9R sowie 
dialysierter Elutionspuffer (dial.E.P.) dienen als Negativkontrolle. Für 9R-13 ist das Ergebnis ähnlich 
(nicht gezeigt). Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung vom Mittelwert einer 
Vierfachbestimmung an.   
B) Westernblot-Analysen gegen AR (α-AR) und Aktin (α-Aktin), zur Normalisierung, wurden nach PAB-
CoR Behandlung in LNCaP-Zellen durchgeführt. Dazu wurden 300.000 LNCaP-Zellen in 6-Wells 
ausgesät und 24 h später mit den Peptiden für vier Tage (an Tag 0 und 2) in den Konzentrationen 
0,18 – 0,7 µM behandelt. Alle Spuren stammen vom selben SDS-Gel. 
 
Die Hemmung der Proliferation könnte auf einer generellen zytotoxischen Wirkung beruhen, 
welche u. a. durch proteingebundenes Imidazol oder Proteinpräzipitate, welche nicht 
sichtbar sind, verursacht werden. Im Allgemeinen könnte so die eingesetzte, aber 
notwendige Menge an 9R-fusionierten Proteinen zu hoch sein. Dies könnte möglicherweise 
durch eine effizientere Proteintransduktion vermieden werden, so dass eine geringere 
Proteinkonzentration ausreicht, um vorwiegend spezifische Effekte zu erzielen. Zur 
Erhöhung der Transduktionseffizienz wurde die PTD TAT verwendet, welche in letzter Zeit 
gehäufter als 9R zu erfolgreichen Anwendungen, auch in vivo führte (Heitz et al., 2009; Patel 
et al., 2007). Die AS-Sequenzen der TAT-Fusionspeptide sind in Kapitel 8.2 dargestellt. 
 
4.2.6) Optimierung der Aufreinigungs- und Dialysebedingungen nach Austausch der PTD 9R 
durch TAT 
Die Expressions- bzw. Aufreinigungseffizienz von TAT-524 ist ähnlich der von 9R-524 mit 
einer Gesamtproteinmenge von 7,6 µg (Beads + Eluat) und damit ca. doppelt so hoch 
verglichen zu TAT und TAT-513 (Abb. 4.18). Dieser Unterschied zwischen den TAT-524 und 
TAT bzw. TAT-513 Mengen konnte bereits bei den 9R-Fusionen beobachtet werden (Kapitel 
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524 (32 %), jedoch können TAT und TAT-513 jeweils besser eluiert werden (31 % bzw. 20 %). 
So konnte schließlich im verwendbaren Überstand für 9R-524 mit 2,5 µg aus 0,5 ml Kultur, 
was der zuvor ermittelten Ausbeute von 6 mg/l (Abb. 4.15) entspricht, die größte 
Proteinmenge isoliert werden. Geringere Ausbeuten erzielen TAT mit 1,3 µg, gefolgt von 
TAT-524 bzw. -513 mit jeweils 0,7 µg Peptid aus 0,5 ml Kultur (Abb. 4.18, Bachelorarbeit K. 
Schärich, 2012). 
Die Expressionsbedingungen 30°C und 0,1 mM IPTG sind für TAT-524 sowie TAT-513 günstig, 
während TAT mit 0,2 mM IPTG besser exprimiert wird. 37°C sind somit, genau wie für die 9R-
Fusionen (Abb. 4.14), ungeeignet. Des Weiteren sind für die Eluierung von TAT-524 sowie 




Abb. 4.18) Die Gesamtausbeute des Peptids TAT-524 ist ähnlich der von 9R-524, im verwendbaren 
Überstand ist jedoch aufgrund geringer Eluierung ca. vierfach weniger vorhanden 
Die Coomassie-Färbung links zeigt die Affinitätsaufreinigung der His-fusionierten Peptide TAT (untere 
Pfeil), TAT-513 (mittlere Pfeil) und TAT-524 sowie 9R-524 (jeweils obere Pfeil). Es sind die an Beads 
gekoppelten und die im ersten Eluat (nicht dialysiert) gelösten Peptide dargestellt. Die Proteine 
wurden nach den ermittelten optimalen Bedingungen exprimiert und isoliert. Es wurden 40 µl 
Bakterienextrakt an 10 µl Ni-NTA-Agarose gebunden. Rechts sind die mittels des quantifizierten 9R-
524 Eluats (Abb. 4.14A) errechneten Peptidmengen dargestellt. Die Analyse wurde von K. Schärich 
(Bachelorarbeit, 2012) durchgeführt. 
 
Entgegen der rund vierfach schwächeren Ausbeute im undialysierten Eluat von TAT-524 
gegenüber 9R-524 können jedoch die TAT-Fusionspeptide nach der Dialyse in wesentlich 
größerer Menge als die 9R-Fusionen gewonnen werden (Abb. 4.19A). Allerdings 












































Proteinmenge Beads [µg] 2,8 2,9 6,9 5,2
Proteinmenge Eluat [µg] 1,3 0,7 0,7 2,5
Gesamtproteinmenge [µg] 4,1 3,6 7,6 7,7
eluiertes Protein in % der 
Gesamtproteinmenge











Zentrifugation konnten keine gelösten Proteine im Überstand mehr nachgewiesen werden 
(Abb. 4.19B). Nur bei 9R blieb ein geringer Teil in Lösung.  
Ohne Zweifel ist jedoch nach der Dialyse in den Peptidsuspensionen eine deutlich höhere 
Ausbeute der TAT-Fusionen im Vergleich zur den 9R-Fusionen, ca. zweifach bei TAT und 
siebenfach bei TAT-524, erkennbar. Außerdem ist nach Dialyse die Proteinmenge von TAT-
524 im Vergleich zu TAT und TAT-513 zwei- bzw. dreifach größer. Ein ähnlicher Unterschied 
wurde auch bei den 9R-Fusionen festgestellt (nicht gezeigt). Dies könnte, neben einer 
stärkeren Proteinbiosynthese oder Bindung des Säulenmaterials, einer höheren Stabilität 
des gesamten Fusionsproteins infolge des PA 524 zugrunde liegen. Die Eluierungseffizienz 
spielt hingegen keine Rolle, da TAT-524, ebenso wie 9R-524 nicht besser eluiert werden kann 





Abb. 4.19) Die TAT-Fusionspeptide können nach der Dialyse in wesentlich größerer Menge als die 
9R-Fusionen gewonnen werden, jedoch kommt es zur Präzipitation 
A) Die Coomassie-Färbung zeigt die dialysierten Eluate, welche aufgrund von Proteinpräzipitation 
Suspensionen sind. Die Aufreinigung erfolgte wie in Abb. 4.13.  
B) Die Coomassie-Färbung zeigt die Überstände nach Zentrifugation der dialysierten Eluate für 
10 min bei 15.000 rpm und 4 °C.  
C) Theoretischer Instabilitätsindex mittels Expasy/Protparam (http://web.expasy.org/protparam). Ein 
Wert von über 40 sagt dabei instabile Proteine voraus. 
Die Ergebnisse stammen aus der Bachelorarbeit von K. Schärich (2012). 





























theoretischer Instabilitäts-Index (> 40 = instabil):
9R-Fusion TAT-Fusion
9R-524 56,3 43,1 TAT-524
9R-513 67,9 51,5 TAT-513






So wurde ein theoretischer Instabilitätsindex mittels Expasy/Protparam berechnet (Abb. 
4.19C), welcher auf dem Einfluss spezifischer Dipeptide auf eine gegebene AS-Sequenz 
(Guruprasad et al., 1990) beruht. Dieser Wert ist deutlich niedriger für die TAT-Fusionen,  
verglichen zu den 9R-Fusionen, und erreicht beinahe die Grenze zu theoretisch stabilen 
Proteinen (Index > 40). Trotzdem gelten die Peptide immer noch als instabil (Bachelorarbeit 
K. Schärich, 2012). Der bessere Stabilitätswert für TAT-524 und TAT gegenüber TAT-513 und 
generell verglichen zu den 9R-Peptiden spiegelt sich in der Proteinmenge nach der Dialyse 
wider (Abb. 4.19A). Außerdem liegt die geschätzte Halbwertszeit (Expasy/Protparam) in 
Säugerzellen für alle TAT-Fusionspeptide und auch für das 9R Kontrollpeptid bei 30 h, 
während für 9R-524 bzw. -513 nur 3,5 h kalkuliert wurden (nicht gezeigt).  
Aufgrund der Proteinpräzipitation während der Dialyse sollten als nächstes weitere 
Dialysepuffer getestet werden, welche eventuell besser geeignet sind, um die  
Proteinlöslichkeit und somit –Funktionalität zu erhalten. Salze und andere Additive im 
Lösungsmittel können einen großen Einfluss auf die Proteinstabilität haben, indem sie die 
Ionenstärke, den pH, die Hydrathülle sowie die Interaktion mit bestimmten chemischen 
Gruppen auf der Proteinoberfläche beeinflussen (Scharnagl et al., 2005). Die meisten 
getesteten Dialysepuffer (DP) (Abb. 4.20A) haben eine Natriumphosphat-Basis mit 
verschiedenen Molaritäten, einige auch TRIS und Hepes, ohne oder mit verschiedenen 
Konzentrationen von NaCl oder anderen Salzen. Eine höhere Salzkonzentration könnte das 
während der Dialyse verschwindende Imidazol ersetzen, welches möglichweise die 
Aggregation von Histidinresten kompetitiv verhindert (Hamilton et al., 2003). Der Zusatz von 
DTT sollte die Oxidation von Thiolgruppen unterbinden, während ZnCl2 mögliche Zinkfinger 
stabilisiert. Die Eluierungsseffizienz kann allerdings durch einen Zusatz von 1 mM DTT bzw. 
10 µM ZnCl2 nicht verbessert werden (Bachelorarbeit K. Schärich, 2012).  
In allen DP kam es während der Dialyse mehr oder weniger zur Proteinausfällung, in den 
zentrifugierten Proben wird jedoch aufgrund der unterschiedlichen Proteinmengen deutlich, 
dass die Zusammensetzung eine große Rolle für die Löslichkeit der Proteine spielt (Abb. 
4.20B). Im Vergleich zu PBS wurde eine wesentliche Verbesserung der Ausbeute erzielt, für 
TAT-524 eignet sich vor allem DP 3, 4, 5, 9 und in geringerem Maß auch DP 2 und 6. Für TAT 
ist besonders DP 4, 6, 9 und 10 hilfreich. 
Auffällig ist, dass, entgegen der höheren TAT-524 Menge in den dialysierten Suspensionen 




deutlich überwiegt (Abb. 4.20B). Letztendlich wurde die Löslichkeit und somit der Ertrag an 
einsetzbarem Peptid TAT-524 maßgeblich durch die Verwendung einer hohen NaCl 
Konzentration (DP 3) erhöht, der Zusatz von DTT (DP 4) oder ZnCl (DP 5) bringt bei diesen 
Bedingungen keine weitere Steigerung der Ausbeute. DTT verringert sogar etwas die 
Ausbeute an löslichem TAT-524. Der Austausch des Natriumphosphat-Puffers durch TRIS ist 
gleichermaßen wie die Erhöhung der Salzkonzentration von Vorteil (DP 9). 
 
A 
DP Zusammensetzung, alle Puffer mit pH 8.0 und 7 % Glycerin  
1 25 mM Natriumphosphat 
2 25 mM Natriumphosphat, 0,25 M NaCl  
3 50 mM Natriumphosphat, 0,5 M NaCl  
4 50 mM Natriumphosphat, 0,5 M NaCl, 1 mM DTT 
5 50 mM Natriumphosphat, 0,5 M NaCl, 1 mM DTT, 10 µM ZnCl2 
6 50 mM Natriumphosphat, 0,5 M NaCl, 10 µM ZnCl2 
7 1x PBS  
8 20 mM TRIS 
9 50 mM TRIS, 0,25 mM NaCl, 1 mM DTT 










Überstand der zentrifugierten Dialysate






 …mit DTT + ZnCl2
K. Schärich
















Abb. 4.20) Unter zehn getesteten Dialysepuffern zeigt DP 9 eine sehr gute Proteinlöslichkeit für die 
TAT-Peptide und die beste Verträglichkeit für LNCaP-Zellen 
A) Die Tabelle zeigt die getesteten Dialysepuffer (DP) und deren Zusammensetzung. Der bisher 
verwendete Puffer PBS ist in blau dargestellt. 
B) Die Coomassie-Färbung zeigt den Überstand der zentrifugierten (10 min bei 15.000 rpm und 4 °C) 
und gegen die verschiedenen Puffer dialysierten Eluate nach Ni-NTA Affinitätsaufreinigung (s. Abb. 
4.13) der His-fusionierten Peptide TAT-524 und TAT. 
C) Das relative Wachstum der LNCaP-Zellen gibt den fachen Unterschied der Zellanzahl am Tag 4, 7 
und 11 geteilt durch Tag 0 an. 9.000 LNCaP-Zellen wurden in 12-Wells ausgesät und 48 h später an 
den Tagen 0, 2, 6, 8 und 10 mit den ausgewählten DP in 10 bzw. 20 %iger Konzentration im Medium 
behandelt. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung vom Mittelwert einer 
Vierfachbestimmung an.  
 
Für TAT tritt hingegen eine wesentliche Verbesserung der Löslichkeit, vor allem durch den 
Zusatz von DTT (DP 4) und ZnCl (DP 6) ein, während die Erhöhung der Salzkonzentration nur 































































Ausbeute. Allerdings kommt es in allen Fällen zur Proteinpräzipitation und somit zum Verlust 
an nativem Protein. Dennoch konnte durch die Optimierung der Expression, Aufreinigung, 
Eluierung und schließlich Dialyse die Ausbeute an TAT-Fusionspeptiden wesentlich 
verbessert werden, so dass sie in ausreichender Menge zur Analyse der Wirkung und 
Funktionsweise in PCa-Zellen hergestellt werden können. 
Die vielversprechendsten DP unter Berücksichtigung minimaler Salzkonzentrationen und 
Zusätze, um eine gute Verträglichkeit in Zellen zu gewährleisten, sind DP 2, 3, 4 und 9. Denn 
bei diesen bestehen die höchsten Konzentrationen an gelöstem TAT-524. Im 
Wachstumsversuch wurde die Toleranz der LNCaP-Zellen gegenüber den ausgewählten DP 
getestet (Abb. 4.20C). In 20 %iger Konzentration sind fast alle zytotoxisch, lediglich DP 9 
(50 mM TRIS, 0,25 M NaCl, 1 mM DTT) ist nicht vollständig letal, trotz starker Reduktion der 
Zellzahl. Mit nur 10 % Anteil im Medium hat DP 9 auch die geringsten Effekte, dennoch wird 
das Wachstum zweifach inhibiert. Somit kommt dieser als einzig geeigneter Dialysepuffer für 
die Anwendung in Zellkultur in Frage.  
Die zweitniedrigste Zytotoxizität weist DP 2 (25 mM Natriumphosphat, 0,25 M NaCl) auf, 
gefolgt von den hochmolareren DP 3 und 4 (50 mM Natriumphosphat, 0,5 M NaCl), wobei 
der Zusatz von 1 mM DTT in DP 4 keine schädliche Wirkung zu haben scheint (vgl. DP 3).  
Im Endeffekt ist mit dem für die Zellkultur geeigneten DP 9 eine partielle Löslichkeit für TAT-
524 erzielt wurden, im zuvor verwendeten PBS kam es zur vollständigen Präzipitation. 
Weiterhin konnte die Löslichkeit für TAT verdoppelt werden (vgl. DP 7 zu 9). 
 
4.2.7) Einfluss der TAT-fusionierten PAB-CoR-Peptide auf Wachstum, Apoptoserate, 
Zellzyklus und zelluläre Seneszenz 
Zur Verwendung der TAT-fusionierten Peptide war vorerst eine Quantifizierung mittels BSA 
Standard und ein Abgleich der PAB-CoR-Peptid Mengen notwendig. Für TAT-524 konnte 
dabei eine ähnlich hohe Peptidausbeute in den zentrifugierten Dialysaten wie für 9R-524 
erzielt werden (Abb. 4.21A), trotz des scheinbaren Vorteils von TAT-524 in Abb. 4.19. Dabei 
wurden allerdings Suspensionen, das heißt Präzipitat-haltige Proteinlösungen, verglichen. 
Wie zuvor (Abb. 4.20) ist auch hier TAT stärker vorhanden. Es konnte die rund achtfache 
Menge gegenüber TAT-524, dessen Ausbeute bei 809 µg je l Bakterienkultur mit einer 
Konzentration von 10,1 ng/µl liegt, isoliert werden. Verglichen dazu konnte für TAT-513 die 




Die isolierten und vom Imidazol befreiten PAB-CoR-Peptide sollten nun auf ihre Wirkung in 
den androgenabhängig wachsenden LNCaP-Zellen untersucht werden, wobei mit einem 
maximal einsetzbaren Volumen des dialysierten Elutionspuffers von 10 % -15 % (Abb. 4.20C) 
37 bis 55 nM für TAT-524 und 18 bis 27 nM für TAT-513 getestet werden konnte. TAT wurde 
als Kontrolle jeweils entsprechend mit DP 9 verdünnt. Es wurden, wenn nicht anders 
angegeben, keine bereits aufgetauten Aliquots verwendet.  
DP9 (50 mM TRIS, 0,25 M NaCl, 1 mM DTT) hat wie zuvor einen starken 
wachstumsinhibierenden bzw. zytotoxischen Effekt im Endvolumen von 15 % (Abb. 4.21B), 
was einer Peptidkonzentration von 55 nM bei TAT-524 bzw. einer Endkonzentration von 
37,5 mM NaCl und 7,5 mM TRIS im Medium entspricht. Nach 12 Tagen ist die Zellzahl mit 
DP 9 lediglich verdoppelt gegenüber der siebenfachen Steigerung der Kontrolle mit PBS. Im 
Vergleich zu DP 9 hat 55 nM TAT keinen weiteren Einfluss, im Gegensatz zu TAT-524, 
welches die Zellen hundertprozentig eliminiert. In nur 10 %iger Konzentration wachsen die 
Zellen mit  DP 9 und TAT besser (circa fünffach), während 36 nM TAT-524 langsamer, aber 
ebenfalls effizient zum vollständigen Absterben der Zellen führt.  
Bei TAT-513 kann gegenüber TAT-524 aufgrund der geringeren Ausbeute nur die halbe 
Peptidmenge eingesetzt werden.  Es hat sowohl mit 27 nM als auch mit 18 nM einen starken 
Zellzahl-reduzierenden Effekt, so dass es nach 12 Tagen wie bei TAT-524 zum vollständigen 
Absterben kommt. Nur bei 18 nM überlebt ein geringer Anteil der Zellen. Der Effekt durch 
TAT-513 wird bei 27 nM ebenfalls vorwiegend durch das Kontrollpeptid TAT, das heißt durch 











µg pro l 
Kultur
9R-524 0,20 9,77 117,24 781,6
TAT-524 1,00 0,20 10,11 121,32 808,8
TAT-513 0,51 0,1 5,06 60,72 404,8































Abb. 4.21) Die TAT-fusionierten PAB-CoR-Peptide haben einen starken inhibitorischen Effekt auf 
das Wachstum der LNCaP-Zellen im nanomolaren Bereich  
A) Anhand der Coomassie-Färbung (links) wurden die Peptidmengen mittels BSA densitometrisch 
quantifiziert und die Mengenunterschiede sowie die Ausbeute pro l Bakterienkultur berechnet 
(Tabelle, rechts). Die Isolierung erfolgte mit 6 ml  Ni-NTA-Agarose und 24 ml Bakterienextrakt, 
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B) Das relative Wachstum der LNCaP-Zellen gibt den fachen Unterschied der Zellanzahl am Tag 5, 8 
und 12 geteilt durch Tag 0 an. 9.000 LNCaP-Zellen wurden in 12-Wells ausgesät und 48 h später an 
den Tagen 0, 3, 6 und 9 mit 36 und 55 nM TAT-524 bzw. 18 und 27 nM TAT-513 behandelt. Neben 
dem TAT Kontrollpeptid wurde auch 15 % PBS sowie der Puffer DP 9 als Lösungsmittelkontrolle in der 
jeweiligen Konzentration (in  % unter der X-Achse) verwendet. Die Fehlerbalken zeigen die 
Standardabweichung vom Mittelwert einer Vierfachbestimmung an. Das Zeichen „ƚ“ bedeutet, dass 
die Zellen nach der Behandlungszeit abgestorben sind. 
D) Wachtumsassay wie in C mit geringeren Konzenztrationen: 18 nM TAT-524 und 9 nM TAT-513. 
Behandelt wurde am Tag 0, 3 und 6. Bei 9 nM TAT-513 und TAT wurde am Tag 6 bereits ein zuvor 
aufgetautes Aliquot verwendet.  
Diese Experimente wurden nur einmal durchgeführt. 
 
Anschließend wurden zweifach reduzierte PAB-CoR-Peptidkonzentrationen eingesetzt, 
wodurch der Anteil im Medium 5 % (v/v) ist (Abb. 4.21C). Die Peptide wirken nicht mehr 
letal, sondern haben eine leichte wachstumshemmende Wirkung. 18 nM TAT weist bei dem 
Volumenanteil von 5 % keine schädliche Wirkung mehr auf. 18 nM TAT-524 zeigt erst am 
Tag 8 einen sehr leichten Effekt (1,4-fach), der ausschließlich auf einer PA-spezifischen 
Wirkung beruht. 9 nM TAT-513 hingegen ist trotz Verwendung eines bereits wieder 
eingefrorenen Aliquots stärker, ebenso spezifisch und mit einer zweifachen 
Wachstumsinhibierung ähnlich effizient wie 1 µM Cas, welches als Positivkontrolle der AR 
Inhibierung dient und als Antagonist in der PCa-Therapie eingesetzt wird.  
Im Endeffekt wird die LNCaP-Zellzahl effizient durch die PAB-CoR-Peptide gehemmt, für TAT-
524 in einer Konzentration bis 36 nM, während für TAT-513 18 nM ausreichend sind. 
Als nächstes sollte der Mechanismus der effizienten Zellzahlreduktion aufgeklärt werden. 
Um einen möglichen Zellzyklusarrest zu detektieren bzw. Hinweise für eine Induktion von 
Apoptose zu erhalten, wurde in LNCaP-Zellen zuerst eine Zellzyklus-Analyse nach 
Behandlung mit 55 nM TAT-524 und 18 nM TAT-513 für 72 h durchgeführt (Abb. 4.22). Die 
LNCaP-Zellen haben bereits ohne Behandlung einen hohen G1-Anteil (76 %), da sie langsam 
wachsend sind. Serum-Entzug führt als Positivkontrolle für einen G1-Arrest zum weiteren 
Anstieg um 15 %. Nocodazol, welches die Depolymerisation der Mikrotubuli in der M-Phase 
hemmt, bewirkt währenddessen als Positivkontrolle für einen G2/M-Arrest eine knapp 
dreifache Zunahme der Zellen in dieser Phase.   
55 nM TAT wirkt offensichtlich anti-apoptotisch. Die SubG1-Phase, welche Zellen mit 
weniger DNA enthält, was auf fragmentierte bzw. nach außen diffundierte DNA hindeutet 
und daher ein Indiz für die spätapoptotischen Zellen darstellt, ist dreifach vermindert. 55 nM 




angedeutete Apoptose-Induktion, verglichen zur unbehandelten Kontrolle, nicht vorhanden. 
Weiterhin reduziert TAT-524 im Vergleich zu TAT den S-Phasen-Anteil von 10,6 % auf 3,5 % 
(dreifach) bei gleichzeitiger G1-Zunahme von 5 %. Insgesamt ergibt sich bezüglich der 
unbehandelten Kontrolle eine PA-vermittelte Halbierung der Zellen in der S-Phase sowie 




Abb. 4.22) In LNCaP-Zellen bewirken beide PAB-CoR-Peptide einen teils PA-abhängigen Anstieg der 
G1-Phase, wobei TAT-524 dies stärker vermittelt und zusätzlich die Zellen in der S-Phase PA-
spezifisch vermindert 
Die Fluoreszenzhistogramme zeigen den DNA-Gehalt der LNCaP-Zellen. 300.000 LNCaP-Zellen 
wurden in 6-Wells ausgesät und 24 h später für 72 h mit 55 nM TAT-524 oder 18 nM TAT-513 sowie 
dem entsprechend konzentrierten TAT-Peptid als Kontrolle behandelt. Serumentzug bzw. 2,5 µg/ml 
Nocodazol für 24 h dienten als Positivkontrolle für den G1 bzw. G2/M Arrest. Die Zellen wurden 
trypsiniert, die Zellzahl per Neubauer-Zählkammer zum Einsetzen gleicher Mengen bestimmt. 
Anschließend wurden die Zellen mit Ethanol fixiert. Nach Färbung mit PI wurde anhand der FACS-
Analyse die DNA-Menge gemessen und mit dem Programm  Cylchred ausgewertet. Der Anteil der 
Zellen in der jeweiligen Zellzyklusphase ist in  % angegeben. In rot sind die Verminderungen, in grün 
die Steigerungen gegenüber der unbehandelten Kontrolle dargestellt. Dieses Experiment wurde nur 
einmal durchgeführt. 
unbehandelt Nocodazol Kein Serum
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18 nM TAT bewirkt wie die höhere Menge auch eine knapp dreifache Abnahme der Zellen in 
der SubG1-Phase und verstärkt somit die Hinweise auf eine anti-apoptotische Wirkung. TAT-
513 führt wie TAT-524, jedoch deutlich geringer, zu einer Zunahme des SubG1-Anteils, auch 
hier ist allerdings, verglichen zur Negativkontrolle, keine Erhöhung vorhanden. Ähnlich dem 
Einfluss auf die SubG1-Phase sind auch die Effekte auf die S-Phase mit einer 1,6-fachen 
Senkung sowie der G1-Phase mit einer Zunahme um 2,3 % wesentlich schwächer als bei TAT-
524. Verglichen zu den unbehandelten Zellen lässt sich durch TAT-513 schließlich eine teils 
PA-unabhängige und gegenüber TAT-524 schwächere Seigerung der G1-Phase um 8,1 % 
feststellen.  
Aufgrund des erhöhten SubG1-Anteils durch beide PAB-CoR-Peptide gegenüber TAT sollte 
eine vermutete Induktion der Apoptose, welche auch durch das Absterben der Zellen 
angedeutet wurde (Abb. 4.21B), bestätigt werden. Zu diesem Zweck wurde eine FITC-
Annexin V- und PI-Färbung durchgeführt und die apoptotischen Zellen anschließend per 
FACS-Analyse quantifiziert. Dabei sind FITC-PI-doppelt-positive Zellen entweder spät-
apoptisch oder nekrotisch, wodurch nur die FITC-positiven Zellen ein eindeutiger Nachweis 
der Apoptose sind und deren frühes Stadium kennzeichnen. Zum Ablösen der LNCaP-Zellen 
von der Zellkulturschale eignet sich Trypsin besser als Accutase (nicht gezeigt).  
Zuerst wurden verschiedene Substanzen zur Ermittlung eine Positivkontrolle für die 
Apoptose-Induktion in LNCaP-Zellen getestet (Abb. A2). Dabei induziert 125 µM 
Flufenaminsäure (FS), welches die AR-Proteinmenge verringert (Zhu et al., 1999), nach 48 h 
die Apoptose am stärksten (3,6-fach). Die dreitägige FS Behandlung zeigt dabei eine weniger 
starke Induktion, dafür aber einen leichten Anstieg der PI-gefärbten Zellen, was auf die späte 
Phase der Apoptose neben einer Nekrose-Induktion hindeutet. Demnach haben die Zellen 
bereits größtenteils die Membranintegrität verloren. Somit sind zwei Tage FS-Behandlung 
zum Nachweis der Apoptose-Induktion über Annexin V geeignet. 
Die PAB-CoR-Peptid Behandlung zur Detektion der vermuteten Apoptose-Induktion erfolgte 
über verschiedene Zeiträume. Nach 36 h konnte keine erhöhte Annexin V Konzentration 
durch die beiden PAB-CoR-Peptide auf den LNCaP-Zellen nachgewiesen werden. Es waren 
außerdem kaum wachstumsinhibierende Effekte zu verzeichnen (nicht gezeigt), welche 
jedoch zuvor nach fünf Tagen drastisch waren (Abb. 4.21B). Scheinbar ist der Zeitpunkt zum 
Nachweis einer möglichen Induktion von Apoptose zu früh. Nach 48 h (Abb. 4.23A) führt 




gleichzeitig PI- sowie ausschließlich PI-gefärbten Zellen sind reduziert. Das Kontrollpeptid 
scheint also einen anti-apoptotischen, das heißt einen schützenden bzw. survival Effekt zu 
haben, was die Ergebnisse aus der Zellzyklus-Analyse bestätigt (Abb. 4.22). Hinsichtlich der 
Zellzahl ist kein Vergleich zur unbehandelten Kontrolle möglich, da diese Zellen von einer 
größeren Kulturschale stammen als die im Experiment verwendeten. Bezüglich TAT steigert 
18 nM TAT-513 ausschließlich die Annexin V-positiven Zellen zweifach. Der Anteil der 
sterbenden Zellen (PI-gefärbte) wird durch TAT-513 nur geringfügig erhöht bei gleichzeitig 
knapp halbierter Wachstumsrate. 
Schließlich ist, verglichen zur unbehandelten Kontrolle, eine 1,7-fache Inhibierung des 
Apoptosemarkers sowie eine zweifache Reduktion der gleichzeitig Annexin V- und PI-
positiven Zellen vorhanden. TAT-524 wurde zu diesem Zeitpunkt nicht gemessen, da 
lichtmikroskopisch keine veränderte Zellzahl und Morphologie sichtbar war. Die halbierte FS-
Konzentration (62,5 µM) induziert währenddessen keine Apoptose trotz reduzierter Zellzahl 
(Abb. 4.23A). 
Nach 72 h (Abb. 4.23B) wird ebenfalls die Senkung der Apoptoserate, sowohl durch 18 nM 
TAT als auch durch 55 nM TAT vermittelt. 18 nM TAT-513 steigert vorwiegend den Anteil an 
Annexin V-positiven Zellen (dreifach) gegenüber TAT, was mit der Erhöhung der SubG1-
Phase (Abb. 4.22) im Einklang steht. Die Zellzahl ist dabei um das 2,3-Fache gesenkt. 
Verglichen zur unbehandelten Kontrolle erhöht TAT-513 demnach den spezifischen 
Apoptosemarker 1,5-fach, während die PI-positiven Zellen 2,4-fach gesteigert sind und 
zugleich 1,5-fach mehr doppelt gefärbte Zellen vorhanden sind. Nach 96 h waren kaum noch 
lebende Zellen vorhanden (nicht gezeigt).  
Daher kann anhand der gemessenen Zeitpunkte von einer Apoptose-Induktion in LNCaP-
Zellen durch 18 nM TAT-513, beginnend nach 48 h mit einem Maximum nach 72 h, 
ausgegangen werden. Diese führt zum fast vollständigen Absterben der Zellen nach 96 h, 
wobei aufgrund der PA-unabhängig erhöhten PI-Färbung auch Nekrose beteiligt sein könnte. 
Dieser eindeutige Nachweis der frühen Apoptose mittels FITC-Annexin V durch TAT-513 
wurde nicht in der Zellzyklus-Analyse angedeutet (Abb. 4.22). Ein Grund könnte der relativ 
frühe Zeitpunkt (72 h) nach Behandlung sein, da mit dem SubG1-Anteil die bereits 











Abb. 4.23) In LNCaP-Zellen induziert 18 nM TAT-513 nach 72 h PA-abhängig Apoptose und halbiert 
die Zellzahl, während 55 nM TAT-524 keinen Effekt hat und das Wachstum schwächer hemmt  
Die Messung der Apoptose-Induktion ist anhand der FITC-Annexin V-Färbung gezeigt. 300.000 
LNCaP-Zellen wurden in 6-Wells augesät und 24 h später für 48 h (A) und 72 h (B) mit 55 nM TAT-524 
oder 18 nM TAT-513 sowie dem entsprechend konzentrierten TAT-Peptid als Kontrolle behandelt. FS 
(Flufenaminsäure) diente als Positivkontrolle, allerdings reichte die Konzentration nicht aus. Unten ist 
die jeweilige Zellzahl nach abgeschlossener Behandlung dargestellt, welche kurz vor der Färbung in 
Neubauer-Zählkammern ermittelt wurde. Die Zellzahl  war dabei nicht geringer als am Tag 0 
(186.000), jedoch stammen die nicht behandelten Zellen von einer größeren Kulturschale 
(! Markierung) und sind daher hinsichtlich der Zellzahl nicht vergleichbar. Gezeigt ist jeweils der 
durch FACS-Analyse quantifizierte Anteil der PI-positiven (PI+), FITC-Annexin V-(Annexin+) sowie 
doppelt positiven (Annexin+PI+) Zellen. Die Zahlen über den Balken geben jeweils den fachen 
Unterschied des Anteils der Annexin V-positiven Zellen im Vergleich zu den unbehandelten Zellen an. 
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55 nM TAT-524 erhöht nach 72 h ebenfalls den Anteil der apoptotischen Zellen (1,7-fach) 
gegenüber TAT (Abb. 4.23A). Dies korreliert direkt mit der gleichermaßen hochregulierten 
SubG1-Phase (Abb.4.22), während die zugleich PI-positiven Zellen in etwa verdoppelt sind 
bei nur leicht gehemmten Wachstum (1,4-fach). Insgesamt ergibt sich daraus keine 
eindeutige Apoptose-Induktion, verglichen zur unbehandelten Kontrolle, lediglich um 
1,3-fach sind die doppelt-gefärbten Zellen vermehrt. Hingegen hat TAT-524 einen 
deutlichen, knapp vierfachen PA-unabhängigen Anstieg der PI-gefärbten Zellen zur Folge. 
Somit besteht schließlich offenbar eine unspezifische Nekrose-Induktion durch TAT-524, 
wohingegen die erhöhte Apoptoserate bezüglich TAT, sowohl die des spezifischen 
Apoptosemarkers als auch der SubG1-Phase (Abb. 4.22), im Vergleich zur unbehandelten 
Kontrolle nicht mehr vorhanden ist. Beispielhafte Dotplots nach 72 h Behandlung sind in 
Abb. A3 gezeigt. 
Nach fünf Tagen (Behandlung am Tag 0 und 3) konnte, entgegen der Wachstumshemung in 
Abb. 4.21B, kein weiterer Effekt durch 55 nM TAT-524 beobachtet werden (nicht gezeigt). 
Für die Behandlung am Tag 3 wurde dabei eine zuvor aufgetaute Proteinlösung verwendet, 
was offensichtlich die Funktionalität zerstört, so dass am Tag 5 keine Aussage zum Einfluss 
auf die Apoptoserate getroffen werden kann. Das zweimalige Frieren und Tauen scheint 
hingegen die TAT-513 Funktion nicht zu beeinträchtigen (Abb. 4.21C).  
Demzufolge hat in LNCaP-Zellen 18 nM TAT-513 eine wachstumshemmende Wirkung nach 
72 h, welche zum Teil durch Apoptose-Induktion in Abhängigkeit des PA vermittelt wird. Bei 
55 nM TAT-524 ist die Wachstumsinhibierung, entgegen der starken Reduktion nach fünf 
Tagen (Abb. 4.21B), nach 72 h nur leicht ausgeprägt. TAT-524 scheint unspezifisch Nekrose 
zu induzieren, während kein apoptotischer Effekt besteht. 
Im Anschluss sollte die Wirkung der PAB-CoR-Peptide in den androgenunabhängigen C4-2- 
und den AR-negativen PC3-Zellen, als Nachweis der AR-Spezifität, getestet werden. Die 
Suche nach einer geeigneten Positivkontrolle für die Induktion von Apoptose ergab für C4-2-
Zellen ebenfalls eine Behandlung mit 125 µM FS (Abb. A4). In PC3-Zellen erwies sich 3,5 µM 
Doxorubicin (Doxo) für 72 h als effektiv, während FS wirkungslos ist und somit die Apoptose-
Induktion als Folge des AR Abbaus (Liao et al., 2005) bestätigt. 
In C4-2-Zellen inhibieren 18 sowie 55 nM TAT, ähnlich wie in LNCaP-Zellen die Apoptoserate 
(Abb. 4.24). Auch die Zellzahl ist gleichermaßen gesenkt durch beide Konzentrationen. 




Zellzahl ist ebenso leicht verringert wie in LNCaP-Zellen, während die PI-haltigen Zellen 
knapp zweifach reduziert sind. Somit ergibt sich durch TAT-524 insgesamt eine zum Teil PA-
unabhängige Hemmung der Apoptose sowie des Wachstums (jeweils ca. 1,7-fach) bei 
gleichzeitig PA-abhängiger Senkung (1,6-fach) der sterbenden Zellen.  
18 nM TAT-513 hat gegenüber TAT keinen steigernden Effekt auf den Apoptosemarker, 
entgegen der deutlichen FITC-Annexin V-Induktion in LNCaP-Zellen, wobei das Wachstum 
jedoch gleichermaßen, das heißt beinahe zweifach, inhibiert wird. Demnach führt TAT-513 in 
C4-2-Zellen gegenüber der unbehandelten Kontrolle, ähnlich wie in LNCaP-Zellen, zur PA-
vermittelten Wachstumshemmung, jedoch ohne Beteiligung von Apoptose, welche sogar 
leicht PA-unabhängig gesenkt ist. In C4-2-Zellen wirken folglich beide Peptide ohne Induktion 
von Nekrose sowie tendenziell anti-apoptotisch. Dabei wird die Proliferation insbesondere 




Abb. 4.24) In C4-2-Zellen inhibieren beide PAB-CoR-Peptide leicht die Apoptoserate sowie das 
Wachstum, welches durch TAT-513 stärker und PA-vermittelt gehemmt wird  
Die Messung der Apoptose-Induktion ist anhand der FITC-Annexin V-Färbung gezeigt. Die 
Behandlung für 72 h und die Analyse erfolgte wie in Abb. 4.23. Die Zahlen über den Balken geben 
jeweils den fachen Unterschied des Anteils der Annexin V-positiven Zellen im Vergleich zu den 
unbehandelten Zellen an. Dieses Experiment wurde nur einmal durchgeführt. 
 
In PC3-Zellen führt 55 nM TAT-524 geringfügig (1,3-fach) zur Abnahme des 
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gefärbten Zellen leicht erhöht (1,4-fach) und die Zellzahl halbiert (Abb. 4.25). Gegenüber der 
unbehandelten Kontrolle bewirkt TAT-524 dementsprechend eine PA-unabhängige 2,6-fache 
Wachstumshemmung, wobei in Abhängigkeit des PA 524 eine leichte Verringerung der 
Apoptose erfolgt. Gegenüber den unbehandelten PC3-Zellen erhöht 18 nM TAT-513 den 
Apoptosemarker zum Teil PA-vermittelt um das 1,7-Fache und steigert PA-unabhängig den 
Anteil PI-haltiger Zellen (1,7-fach), ohne jedoch dabei das Wachstum zu hemmen.  
Schlussfolgernd hat TAT-513 in den AR-negativen PC3-Zellen lediglich eine geringfügige 
Apoptose-Induktion gegenüber TAT (1,4-fach) zur Folge, verglichen zur dreifachen Erhöhung 
in LNCaP-Zellen (Abb. 4.23B). Zugleich jedoch erfolgt durch TAT-513 keine 
Wachstumshemmung der PC3-Zellen. TAT-524 hingegen vermindert die Zellzahl PA-
unabhängig und deutlicher als in C4-2-Zellen und erhöht währenddessen nicht die 




Abb. 4.25) In PC3-Zellen hemmt TAT-524 PA-unabhängig das Wachstum bei leichter anti-
apoptotischer Wirkung, während TAT-513 lediglich die Apoptose geringfügig erhöht 
Die Messung der Apoptose-Induktion ist anhand der FITC-Annexin-Färbung gezeigt. Die Behandlung 
für 72 h und die Analyse der PC3-Zellen erfolgte wie in Abb. 4.23. Als Positivkontrolle diente hierbei 
3,6 µM Doxorubicin (Doxo). Die Zahlen über den Balken geben jeweils den fachen Unterschied des 
Anteils der Annexin-positiven Zellen im Vergleich zu den unbehandelten Zellen an. Dieses Experiment 
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Als weiterer Mechanismus der Wachstumshemmung könnte aufgrund des jeweils durch die 
PAB-CoR-Peptide gestiegenen Anteils der G1-Phase (Abb. 4.22), eine Induktion zellulärer 
Seneszenz als Mechanismus des irreversiblen Zellzyklusarrests in Frage kommen. Zur Analyse 
wurde in LNCaP- und C4-2-Zellen nach 72 h Behandlung eine Seneszenz-assoziierte-(SA)-
beta-Gal-Färbung durchgeführt (Abb. 4.26). Denn bei zellulärer Seneszenz sind die 
lysosomalen beta-Galoctosidasen überexprimiert, so dass diese spezifisch in seneszenten 
Zellen bei einem pH von 6.0 aktiv sind und als Marker dienen (Lee et al., 2006). Der relativ 
hohe Basalwert an SA-beta-Gal positiven Zellen von über 20 % ist wahrscheinlich durch die 





Abb. 4.26) Der Anteil an SA-beta-Gal positiven Zellen ist durch die PAB-CoR-Peptide in LNCaP-
Zellen unverändert, während dieser in C4-2-Zellen PA-unspezifisch verdoppelt ist 
Zum spezifischen Nachweis der SA-beta-Gal als Marker der zellulären Seneszenz wurden jeweils 15 % 

























































TAT-524 und 18 nM TAT-513, dem entsprechend konzentrierten TAT Kontrollpeptid sowie 1 mM 
Natriumbutyrat (Nabu) als Positivkontrolle. Anschließend wurden die Zellen mit dem Substrat X-Gal 
bei pH 6,0 inkubiert. Angegeben ist der Anteil der positiv-gefärbten Zellen in  %. Das Zeichen „ƚ“ 
bedeutet, dass die Zellen nach der Behandlungszeit abgestorben sind. Die Fehlerbalken zeigen die 
Standardabweichung vom Mittelwert einer Zweifachbestimmung von jeweils 2 x 200 ausgezählten 
Zellen an. Dieses Experiment wurde nur einmal durchgeführt. 
 
Als Positivkontrolle diente Natriumbutyrat (NaBu), ein Inhibitor der Klasse I und II HDAC 
(Lorenz et al., 2011). Die LNCaP-Zellen sind durch NaBu sowie 55 nM TAT-524 abgestorben, 
was durch die geringe Konfluenz und einer damit verbundenen Instabilität der einzelnen 
Zellen bedingt sein könnte.  
Im Gegensatz zu LNCaP-Zellen, bei welchen keine Änderung der basalen SA-beta-Gal 
Aktivität von circa 22 % durch die Peptide vorhanden ist, wird in C4-2-Zellen der 
Seneszenzmarker bereits durch das Kontrollpeptid TAT in beiden Konzentrationen generell 
zweifach erhöht, ohne dass die PA eine weitere Änderung bewirken. Somit wird angedeutet, 
dass beide PAB-CoR-Peptide in LNCaP-Zellen keine zelluläre Seneszenz induzieren, während 
diese in C4-2-Zellen PA-unspezifisch zweifach gesteigert wird und möglicherweise der 
zugrunde liegende Mechanismus der leichten, durch die Kontrollpeptide-vermittelten 
Wachstumshemmung (Abb. 4.24) ist. 
 
4.2.8) Wirkung der TAT-fusionierten PAB-CoR-Peptide auf die Menge AR-regulierter und 
Zellzyklus-assoziierter Proteine 
Um die molekularen Mechanismen der Apoptose-Induktion bzw. Wachstumshemmung in 
LNCaP-Zellen aufzuklären, wurden die Proteinmengen des ARs sowie wichtiger 
Zellzyklusregulatoren, welche u. a. vom AR beeinflusst werden, mittels Westernblot-
Analysen untersucht. Zu diesem Zweck wurden die LNCaP-Zellen für 72 h mit den Peptiden 
55 nM  TAT-524, 18 nM TAT-513 sowie 125 µM FS als Positivkontrolle für den AR Abbau (Zhu 
et al., 1999), welcher eventuell auch als Ursache der Apoptose-Induktion durch TAT-513 in 
Frage kommt, behandelt. Unbehandelte PC3-Zellen dienten ebenfalls als Kontrolle für die 
Abwesenheit des ARs und der daraus folgenden Änderung der AR-regulierten Proteine. Die 
Extrakte der LNCaP-Zellen stammen aus der Behandlung für die Apoptose-Analyse (Abb. 
4.23B), wobei nach 72 h, verglichen zum TAT Kontrollpeptid, eine 2,3-fache Reduktion der 
Proliferation durch TAT-513 und eine 1,4-fache Hemmung durch TAT-524 erfolgte. Die 




Die Untersuchung des AR-Proteins, welches von PAB-CoR 9R-524 nachweislich spezifisch 
gebunden wird (Abb. 4.10), ergab eine 1,5-fache Reduktion durch 55 nM TAT bzw. 15 % 
Anteil DP 9 (Abb. 4.27). Das zusätzliche PA 524 verändert dabei nicht die Wirkung. 18 nM 
TAT bzw. 10 % DP 9 (v/v) beeinflussen hingegen nicht die AR-Proteinmenge, wodurch die 
Spezifität der TAT-513 vermittelten knapp zweifachen AR Verringerung nachgewiesen ist. 
55 nM TAT führt des Weiteren zur 2,4-fachen Hemmung der zwei ca. 70 - 80 kDa großen und 
vermutlich LBD-negativen AR-Splicevarianten sowie einer ähnlich starken Inhibierung des 
PSA-Proteins, dessen Genexpression durch den AR induziert wird. 55 nM TAT-524 führt im 
Vergleich zu den unbehandelten Zellen etwas stärker zur Reduktion der AR-Isoformen 




Abb. 4.27) In LNCaP-Zellen reduziert TAT-524 das AR-Protein PA-unabhängig, während TAT-513 
dies PA-abhängig vermittelt und auch PSA stärker sowie die kürzeren AR-Splicevarianten 
spezifischer vermindert  
Für die Westernblot-Analysen der Proteine AR, PSA und Aktin wurden LNCaP-Zellen 72 h mit 55 nM 
TAT-524, 18 nM TAT-513, den entsprechend konzentriertem TAT Kontrollpeptid sowie 125 µM FS als 
Kontrolle für den AR Abbau (Zhu et al., 1999) behandelt. Die Extrakte stammen aus der Apoptose-
Analyse nach 72 h (Abb. 4.23B). Als Kontrolle wurden außerdem die AR-negativen PC3-Zellen 
verwendet. Die darunter stehenden Zahlen sind die densitometrisch quantifizierten und mit Aktin 




































wurden (obere Reihe) und zum Anderen die TAT behandelten Zellen (untere Reihe). Diese 
Experimente wurden nur einmal durchgeführt. 
 
18 nM TAT zeigt ebenfalls bereits eine ca. zweifache Hemmung der AR-Splicevarianten sowie 
von  PSA. Die durch TAT-513 vermittelte Verringerung beider ist jedoch wesentlich stärker, 
so werden PSA beinahe sechsfach und die AR-Splicevarianten 3,7-fach gegenüber der 
unbehandelten Kontrolle inhibiert. Bei PC3-Zellen sind neben dem fehlenden f.l. AR auch 
keine AR-Isoformen in dieser Größe nachweisbar, PSA wird hingegen exprimiert, jedoch 
vierfach reduziert, verglichen zu LNCaP-Zellen. Bekannt ist, dass die PSA-Expression 
unabhängig vom AR reguliert werden kann (Hsieh und Wu, 2000; Yeung et al., 2000). 
Insgesamt hat 18 nM TAT-513 auf die untersuchten Proteinmengen des ARs, dessen 
Isoformen sowie Zielgenprodukts einen etwas stärkeren und vor allem spezifischeren, das 
heißt PA-abhängigeren Effekt als 55 nM TAT-524. Dieses vermittelt keine AR Reduktion und 
reguliert die anderen Proteine kaum mehr als die TAT Kontrolle. 
Als nächstes wurde Cyclin D1 untersucht, da es durch den aktivierten AR über mTOR 
akkumuliert wird (Balk und Knudsen, 2008) und den Übergang von der G1- in die S-Phase 
fördert. TAT hemmt Cyclin D1 in beiden Konzentrationen nur leicht. Währenddessen 
erzeugen beide PA deutliche Effekte auf die Cyclin D1-Proteinmenge, TAT-513 wesentlich 
stärker mit einer 2,7-fachen Hemmung als TAT-524 mit einer 2,3-fachen Verminderung, 
verglichen zu den Kontrollpeptiden (Abb. 4.28). Somit bewirken beide PAB-CoR-Peptide 
gegenüber den unbehandelten Zellen eine ähnliche, knapp vierfache Inhibierung des 




Abb. 4.28) Beide PAB-CoR-Peptide, TAT-513 PA-spezifischer, haben eine starke Verringerung der 
Cyclin D1-Proteinmenge zur Folge.  
Die Westernblot-Analyse für Cyclin D1 wurde mit derselben Membran wie in Abb. 4.27 durchgeführt. 
















fachen Unterschiede, wobei zum Einen die unbehandelten Zellen gleich 1 gesetzt wurden (obere 
Reihe) und zum Anderen die TAT behandelten Zellen (untere Reihe). Dieses Experiment wurde nur 
einmal durchgeführt. 
 
Des Weiteren spielt die Menge der aktiven Src-Kinase eine entscheidende Rolle, da zum 
Einen der AR durch rapid signaling (Chang et al., 2007) und Membran-assoziierte Isoformen 
die Src-Kinase aktiviert (Yang et al., 2011). Zum Anderen wird die Corepressorfunktion von 
LCoR durch Src in LNCaP- und C4-2-Zellen unterschiedlich reguliert (Abb. 4.3 und 4.5), 
wodurch ein gegenseitiger Einfluss zwischen Src und den synthetischen CoR vermutet 
werden kann. Dementsprechend wurde die Src-Aktivität mittels der Autophosphorylierung 
(Y416) nach der PAB-CoR Behandlung untersucht. Das Kontrollpeptid TAT erniedrigt in 
beiden Konzentrationen ungefähr zweifach die Menge an phosphoryliertem Src, wobei nur 
TAT-524 einen geringfügig stärkeren Effekt hat (nicht gezeigt).  
Zusätzlich wurden die Zellzyklus-regulierenden Tumorsuppressoren p21 und p27 untersucht, 
welche auch durch den AR reguliert werden und den Eintritt in die S-Phase durch Hemmung 
der Cyclin dependent Kinases (CDK) blockieren. p21 ist ein direktes AR-Zielgen (Lu et al., 




Abb. 4.29) TAT-513 reduziert p21 und erhöht p27 jeweils spezifisch auf Proteinebene, wohingegen 
TAT-524 diese Reaktionen PA-unabhängig und bei p21 nur leicht vermittelt  
Die Westernblot-Analyse für p21, p27 und Aktin wurde mit denselben Zellextrakten wie in Abb. 4.27 
auf einer anderen Membran durchgeführt. Die darunter stehenden Zahlen sind die densitometrisch 
quantifizierten und mit Aktin normalisierten fachen Unterschiede, wobei zum Einen die 
unbehandelten Zellen gleich 1 gesetzt wurden (obere Reihe) und zum Anderen die TAT behandelten 
Zellen (untere Reihe). Dieses Experiment wurde nur einmal durchgeführt. 
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18 nM des PAB-CoR-Peptids TAT-513 verringern die p21-Proteinmenge 2,7-fach, wobei 
18 nM TAT keinen Einfluss hat (Abb. 4.29). 55 nM TAT-524 erhöht zwar die p21 Expression 
etwas verglichen zu TAT, jedoch hat dieses eine hemmende Wirkung. Somit wird im 
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, wenn auch nur leicht (1,4-fach) und PA-unabhängig, 
eine p21 Reduktion durch TAT-524 erzeugt. 
Durch 55 nM TAT wird p27 massiv erhöht (vierfach), was durch die Beteiligung des PA 524 
jedoch um die Hälfte reduziert wird, so dass durch TAT-524 die p27-Menge dennoch 
verdoppelt ist gegenüber der unbehandelten Kontrolle (Abb. 4.29). 18 nM PAB-CoR TAT-513 
zeigt hingegen eine spezifische 1,6-fache Induktion der p27-Proteinmenge. 
Ein weiterer wichtiger Tumorsuppressor zur Kontrolle des Übergangs der G1- zur S-Phase ist 
pRb, welches durch die Cdk schrittweise phosphoryliert und somit inaktiviert wird, so dass 
E2F–Zielgene wie z.B. Cyclin A transaktiviert werden und so die DNA-Replikation eingeleitet 
wird. Im hypophosphorylierten Zustand hingegen bindet und hemmt pRb die E2F-
Transkriptionsfaktoren. pRb wird außerdem indirekt in vielfältiger Weise durch den AR 
phosphoryliert und somit inaktiviert (Balk und Knudsen, 2008).  
TAT steigert in beiden Konzentrationen massiv den Anteil an Phospho(Ser 807, 811)-pRb am 
gesamten pRb, was durch das hinzukommende PA 513 stärker gehemmt wird (Abb. 4.30), so 
dass im Endeffekt 18 nM TAT-513 eine 1,4-fache Hemmung der Phosphorylierung und somit 
eine Aktivierung dieses Tumorsuppressors erreicht. 
TAT-524 hingegen bewirkt, verglichen zur unbehandelten Kontrolle, eine dreifache Erhöhung 
der pRB-Phosphorylierung und folglich eine pRb-Inaktivierung, welche vorwiegend ohne 
Beteiligung des PA 524 vermittelt wird. 
Des Weiteren wird die Gesamtmenge von pRb durch 55 nM TAT-524 deutlich reduziert, ohne 
dass TAT in dieser Konzentration einen Einfluss hat (Abb. 4.30). Dies ist der einzige PA-
abhängige Effekt von 55 nM TAT-524 innerhalb der untersuchten Proteine. 18 nM TAT 
hingegen senkt die Gesamtmenge von pRb ungefähr zweifach, während TAT-513 diese 
wieder auf Ausgangsniveau anhebt und daher TAT-513 gegenüber der unbehandelten 
Kontrolle nicht die Proteinmenge von pRB, sondern nur dessen Aktivität reguliert.  
Insgesamt zeigt TAT-513 (18 nM) eine PA-spezifische Verringerung der AR- und p21- 
Proteinmenge sowie Erhöhung des p27-Proteins. Cyclin D1 wird ebenfalls überwiegend 
durch Beteiligung des PA 513 reduziert, das TAT Kontrollpeptid hat nur einen minimalen 




Isoformen und PSA, reduziert TAT-513 die Phosphorylierung der Src-Kinase ausschließlich 
durch die TAT Kontrolle. Andererseits wird die pRB-Phosphorylierung gegensätzlich zu TAT 
wieder leicht durch TAT-513 verringert.  
TAT-524 (55 nM) wirkt deutlich unspezifischer, es reguliert nicht stärker als die TAT Kontrolle 
den AR sowie dessen Isoformen herunter und den pRB-Phosphorylierungsgrad herauf, 
während PSA, Cyclin D1 und Phospho-Src ebenfalls zum Teil PA-unabhängig inhibiert 
werden. Die einzige spezifische Wirkung besteht in der Verringerung der pRb-Gesamtmenge. 
Wie bei der durch TAT-513 regulierten Phospho-pRB-Menge kommt es auch durch TAT-524 
zu einem gegensätzlichen Effekt verglichen zu TAT. So wird durch das PA 524 die vorherige 
TAT-vermittelte Wirkung umgekehrt und p21 letztendlich verringert und analog p27 erhöht. 
Letzteres ähnelt der spezifischen Reaktion auf TAT-513, bei TAT-524 überwiegt allerdings der 




Abb. 4.30) TAT-524 reduziert spezifisch die pRb-Gesamtmenge und erhöht gleichermaßen, jedoch 
PA-unabhängig dessen Phosphorylierung, welche hingegen durch TAT-513 leicht gesenkt wird 
Die Westernblot-Analysen für pRb und Phospho(P)-pRb (Phosphorylierung an Ser 807, 811) wurden 
mit denselben Zellextrakten wie in Abb. 4.27 auf den verwendeten zwei Membranen durchgeführt. 
Die darunter stehenden Zahlen sind die densitometrisch quantifizierten und mit Aktin normalisierten 
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Reihe) und zum Anderen die TAT behandelten Zellen (untere Reihe). Ganz unten befinden sich 
außerdem die P-pRb-Werte relativ zu pRb, jeweils mit Aktin normalisiert. Dieses Experiment wurde 
nur einmal durchgeführt. Die Spuren stammen von demselben SDS-Gel. 
 
Zusammenfassend konnte eine spezifische und R1881-verstärkte Interaktion zwischen 
9R-524 und dem AR in vitro nachgewiesen werden. Nach der Optimierung verschiedener 
Parameter für die Aufreinigung mittels GST-Fusion, wie Änderungen in der Expression und 
enzymatischen Abspaltung durch Thrombin, den Zusatz von Protease-Inhibitoren und 
Plasmiden für seltene tRNAs, erfolgte die Umstellung auf eine His-Tag-vermittelte Isolation. 
Dabei stellten sich Hybridkonditionen, das heißt anfangs denaturierende und später native, 
als sehr geeignet heraus. Nach Anpassung der Eluierungsbedingungen konnte so eine 
zehnfach bessere Ausbeute gegenüber der GST-vermittelten Aufreinigung erzielt werden.  
Des Weiteren sorgte der Austausch der synthetischen PTD 9R- durch die natürliche 
TAT-Domäne und der anschließende Wechsel des Dialysepuffers für eine PA-spezifische 
Wachstumshemmung in LNCaP-Zellen durch die PAB-CoR-Peptide im nanomolaren Bereich. 
Die Proliferationshemmung wird u. a. durch einen Zellzyklusarrest in der G1-Phase ausgelöst, 
wobei die wesentlich stärkere Proliferationshemmung durch TAT-513 auch die Folge der 
Induktion von Apoptose ist.  
Außerdem konnte in den androgenunabhängigen C4-2-Zellen eine ähnlich starke spezifische 
Zellzahlreduktion durch die PAB-CoR-Peptide erreicht werden, jedoch keine Erhöhung der 
Apoptoserate. Wie in LNCaP-Zellen ist die Induktion von zellulärer Seneszenz ebenfalls nicht 
beteiligt. Versuche in PC3-Zellen, welche endogen keinen AR exprimieren, deuten auf eine 
AR-Spezifität von TAT-513 hin.  
Die Analyse von Zellzyklusfaktoren in LNCaP-Zellen zeigte eine PA-vermittelte Steigerung des 
Tumorsuppressors p27 und Verringerung der AR-, Cyclin D1-, und p21-Proteinmengen sowie 
der pRb-Phosphorylierung durch TAT-513, während TAT-524 einzig die Gesamt-pRB-Menge 
spezifisch reduziert. Auf Ebene der transkriptionellen Aktivität des ARs ist TAT-513 ebenfalls 
wirksamer. Dabei hemmt es den wtAR sowie die AR-T877A-Mutante effektiver und in der 
Gegenwart mehrerer Liganden und darüber hinaus auch die AR-LBD-Deletion. 
Demnach konnten im Rahmen dieser Arbeit synthetische CoR hergestellt werden, welche 
vektorfrei und zellpermeabel den AR und das Wachstum von LNCaP- und C4-2-Zellen im 
nanomolaren Bereich hemmen. Dies erfolgte insbesondere durch TAT-513 effizient und 






5.1) In C4-2-Zellen steigert Src-Signaling die LCoR-AR-Interaktion sowie die LCoR-
Repression 
Wesentliche Mechanismen der Progression zu androgenunabhängigen PCa sind die 
Überexpression des ARs (Chen et al., 2004) sowie der CoA (Waltering et al., 2012; Chmelar et 
al., 2007), während CoR vermindert exprimiert (Godoy et al., 2012; Zhang et al., 2008) bzw. 
inaktiviert (Eisold et al., 2009; Dotzlaw et al., 2002) werden können. Daraus ergibt sich eine 
Überaktivität des ARs durch einen relativen Mangelan funktionellen AR-CoR. Ziel der Arbeit 
war es, dieses Defizit durch das Einschleusen neuartiger AR-spezifischer CoR auszugleichen 
und somit den AR und die PCa-Zellproliferation effizient zu inhibieren. Zunächst sollte ein 
LCoR-basierter CoR, mit einer spezifischen AR-Interaktionsdomäne als Bestandteil, genutzt 
werden. Asim et al. (2011) zeigten, dass LCoR den AR hemmt und im Mausmodell das 
Wachstum von humanen CRPC-Tumoren inhibiert. Interessanterweise zeigen die 
Westernblot-Analysen eine im Verhältnis zum AR verminderte LCoR-Proteinmenge in den 
androgenunabhängigen C4-2-Zellen, verglichen zu den androgenabhängigen LNCaP-Zellen.  
Bekannt ist, dass die mit CRPC-assoziierte Src-Kinase die AR-Aktivitätin C4-2-Zellen sowie 
deren Invasion fördert (Asim et al., 2008). Um das Potenzial einer möglichst wenig 
beeinflussbaren AR-Bindung durch die LCoR-Domänen 101-218 sowie 219-433 zu beurteilen, 
sollte der Effekt von Src auf die Interaktion von f.l. LCoR mit der AR-DBD und auch die 
Repression eines Reportergens durch Gal-DBD (Gal)-LCoR (bezeichnet als LCoR-Repression) 
untersucht werden. Diese Analysen erfolgten auch mit Androgenen, da sie die AR-LCoR-
Interaktion steigern (Asim et al., 2011). In C4-2-Zellen bewirkt der Src-Inhibitor PP2 eine 
Verringerung, sowohl der androgenunabhängigen als auch der R1881-verstärkten 
Interaktion zwischen AR-DBD und LCoR. Demnach kann vermutet werden, dass Src-Signaling 
die LCoR-AR-Interaktion fördert. Dies könnte eine mögliche Erklärung für die ähnlich 
beeinflusste LCoR-Repression sein. Somit scheint LCoR in C4-2-Zellen durch das Src-Signaling 
aktiviert zu werden. Weitere Hinweise dafür lieferten die ektopische Expression einer 
dominant-negativen sowie konstitutiv-aktiven Src-Mutante, wobei eventuell Ras die durch 
Src-verstärkte LCoR-Funktion vermitteln könnte.  
Eine Hypothese der LCoR Aktivierung durch R1881 bzw. Src könnte sein, dass der in beiden 




Gal-LCoR-Fusion interagiert (Abb. 5.1, Variante 1). Die AR-Dimere könnten als Plattform 
wiederum vermehrt zelluläres oder ektopisches LCoR an den Komplex rekrutieren und somit 
zur gesteigerten Repression des Reportergens führen. So kann spekuliert werden, dass LCoR 
eine höhere Affinität zu AR-Dimeren gegenüber -Monomeren hat. Im Einklang damit steht, 
dass PP2 auch die Androgen-induzierte Bindung des zellulären AR an die AR-DBD hemmt. 
Diese Interaktion repräsentiert wahrscheinlich die AR-Homodimerisierung, welche über die 
DBD vermittelt wird (van Royen et al., 2012). Schließlich könnte die Src-vermittelte 
AR (Y534)-Phosphorylierung und somit AR Aktivierung (Guo et al., 2006) über die AR-
Dimerisierung eine vermehrte Rekrutierung von LCoR bewirken, da die Dimerisierung des 




Abb. 5.1) Modell der Src- und R1881-verstärkten LCoR-Repression in C4-2-Zellen 
Die Interaktionsstudien mittels GST-Pulldown zeigen, dass R1881 zum Einen die AR-Dimerisierung 
und zum Anderen die AR-LCoR-Interaktion fördert. Somit könnten die AR-Dimere als Anker für eine 
vermehrte LCoR-Rekrutierung dienen. Das Ergebnis ist eine verstärkte Inhibierung des Gal-LCoR-
bindenden Reportergens. Wird zusätzlich Src durch PP2 inhibiert, kommt es in C4-2-Zellen zur 
Abschwächung der AR-Homodimerisierung sowie der AR-LCoR-Interaktion. Als Resultat wird die 
R1881-gesteigerte LCoR-Repression rückgängig gemacht. So könnte Src die LCoR-Repression durch 
Förderung der AR-Dimerisierung (Variante 1) und folglich der LCoR-Rekrutierung positiv beeinflussen. 
Dabei könnte Ras als downstream Kinase eine Rolle spielen, während die Effekte vermutlich auf 
Phosphorylierung beruhen. Alternativ wird die LCoR-AR-Interaktion eventuell durch Modifikation von 
LCoR verstärkt (Variante 2). In Abwesenheit von Hormonen hemmt PP2 geringfügiger die LCoR-AR-
Bindung sowie die AR-Dimerisierung und nicht die LCoR-Repression (nicht gezeigt). Dies ist ein 
Hinweis, dass der Effekt von Src über AR Aktivierung erfolgt, da diese eine positive Rückkopplung der 
aktivierten Src-Kinase ist. 
 
Entsprechend des positiven Feedbacks, dass die AR-induzierte Src-Kinase wiederum den AR 
















phosphoryliert. Folglich hat die Hemmung der somit vermindert aktiven Src-Kinase einen 
schwächeren Einfluss auf die AR-Aktivität bzw. -Dimerisierung als in Gegenwart von R1881. 
Der Effekt von PP2 auf die Bindung von f.l. AR sowie LCoR an die AR-DBD in Abwesenheit von 
R1881 ist tatsächlich schwächer. Auch die LCoR-Repression wird ohne R1881 nicht durch PP2 
inhibiert. Diese Ergebnisse sprechen für die Aktivierung des ARs als Ursache der Src-
vermittelten LCoR-AR-Interaktion sowie der LCoR-Funktionssteigerung. Nach dieser 
Vermutung wird LCoR nicht selbst direkt durch Src beeinflusst.  
Eine andere Hypothese wäre eine AR-unabhängige und möglicherweise direkte Förderung 
von LCoR durch Src-Signaling. Diese Annahme beruht auf der nicht AR-regulierten LCoR-
Repression in den allerdings wenig vergleichbaren CV1-Zellen. In C4-2-Zellen deuten 
Westernblot-Analysen an, dass die Erhöhung der LCoR-Funktion durch R1881 und die 
Aufhebung durch PP2 tatsächlich durch die Beeinflussung der LCoR-Proteinmengen bedingt 
sein könnte. Zum Einen könnte dies auf einer LCoR-Stabilisierung durch Assemblierung mit 
dem aktivierten AR (s. 5.1, Variante 1) beruhen. Andererseits ist jedoch vorstellbar, dass die 
Src-Signalkaskade LCoR auf Ebene von posttranslationalen Modifikationen reguliert. LCoR 
könnte phosphoryliert werden, wodurch es ähnlich der AR-Stabilisierung durch PI3K vor 
proteasomalem Abbau geschützt wäre (Mellinghoff et al., 2004). Durch eine Src-vermittelte 
LCoR-Phosphorylierung ist gleichermaßen denkbar, dass eine Interaktionsfläche für den AR 
entsteht (Abb. 5.1, Variante 2). Darüber hinaus könnte Src die Interaktion mit weiteren CoR 
oder eine LCoR-Dimerisierung induzieren. So spielt z. B. bei dem CoR SMRT die 
Dimerisierung für dessen Funktion eine wichtige Rolle (Varlakhanova et al., 2011).  
Beide Hypothesen, das heißt ein Src-Einfluss auf entweder den AR oder LCoR, welche jeweils 
als Ankerprotein für die Assemblierung eines AR-LCoR Komplexes dienen könnte, schließen 
sich nicht gegenseitig aus und könnten gleichzeitig in C4-2-Zellen bestehen.  
In den Steroidhormonrezeptor-negativen CV1-Zellen wurde anschließend untersucht, 
welcher Bereich des ARs für die LCoR-Repression förderlich ist. Auffällig ist eine generell 
stärkere LCoR-Repression als in den PCa-Zellen, welche auch für die CoR Alien und NCoR 
beobachtet wurde (Dissertation M. Asim, 2008). Dies könnte eventuell daraufhin deuten, 
dass die PCa-Zellen gezielt auf eine verminderte CoR-Funktion als Mechanismus einer 
höheren AR-Aktivität selektiert wurden. Die Analysen deuten an, dass für die LCoR-
Repression die AR-DBD, die angrenzenden AS 447-536 sowie die SUMOylierungsstellen K385 




Einfluss haben. Nach dem Modell der LCoR-AR Assemblierung (Abb. 5.1) könnte neben der 
LCoR-Bindung an die erwartungsgemäße AR-DBD und darüber hinaus an den Bereich 447-
536 eine negative Korrelation zwischen der LCoR-vermittelten Repression des Reportergens 
und AR-bindenden CoA bestehen. So binden neben vereinzelten CoR wie SMRT vor allem 
CoA (ARA160, CBP, p160 Familie, ART 27, p102 U5) an die AF-1 (McEwan, 2004; Zhao et al., 
2002) sowie an die AF-2 (Dubbink et al., 2006). Dieser Zusammenhang scheint allerdings 
unabhängig von der AR-Transaktivierung zu sein, da die kaum transaktivierende delta-AF 1- 
Mutante die LCoR-vermittelte Repression verstärkt. 
Aus den Ergebnissen geht außerdem hervor, dass die  AR-SUMOylierung, welche den AR 
stabilisiert, aber dessen Transaktivierung hindert (Poukka et al., 2000), förderlich für die 
LCoR-Funktion ist. Alternativ kann spekuliert werden, dass LCoR indirekt mit dem AR über 
die K385/K518-bindenden CoR SMRT und Alien (Dotzlaw et al., 2002) interagiert.  
 
5.2) In LNCaP-Zellen hemmt Src-Signaling die R1881-verstärkte LCoR-Funktion 
In LNCaP-Zellen erhöht R1881, wie auch in C4-2-Zellen, die LCoR Repression. Als weitere 
Gemeinsamkeit begünstigt Src diese auch in der Abwesenheit von R1881. Eventuell wird die 
LCoR-Repression durch R1881 oder Src, wie in C4-2-Zellen, durch Aufbau eines Komplexes 
aus AR und LCoR erhöht. Dabei spielt jedoch die Regulation der LCoR-Proteinmenge keine 
Rolle. Denn im Gegensatz zu C4-2-Zellen korreliert diese nicht mit der LCoR-Funktion. 
Ein weiterer maßgeblicher Unterschied in LNCaP-Zellen besteht in der synergistischen LCoR 
Aktivierung durch R1881 und PP2, was durch die Experimente mit den entsprechenden Src-
Mutanten unterstützt wird. So scheint in LNCaP-Zellen Src-Signaling die LCoR-Funktion in 
Gegenwart von Androgenen zu stören. Dies steht im Widerspruch zu C4-2-Zellen und wird 
eventuell durch Hemmung der LCoR-AR-Interaktion vermittelt. Ein Einfluss der R1881-
induzierten AR-Translokation durch PP2 ist dabei ausgeschlossen (Dissertation J. Rödiger, 
2012). Src könnte durch LCoR-Modifikationen ein Dissoziieren vom R1881-gebundenen AR 
bewirken, ähnlich der PKA-inhibierten SMRT-AR-Interaktion (Dotzlaw et al., 2002).  
Der Kontrast der Src-Wirkung auf LCoR in Gegenwart von R1881 von negativ in LNCaP- zu 
positiv in C4-2-Zellen könnte durch deren aktivere Src-Kinase oder andere Androgen-
unabhängigkeit-assoziierte Kinasen bedingt sein. Die inkonsistente LCoR Regulation macht 
jedoch eine potenzielle PCa-Behandlung mit LCoR-basierten CoR-Peptiden schwer 




5.3) Optimierung der PAB-CoR-Peptid Isolierung für eine konstantere AR Inhibierung 
LCoR kann durch viele Signalwege in seiner Aktivität reguliert werden. In den 
nahverwandten LNCaP- und C4-2-Zellen ist die LCoR Regulation durch die zwei untersuchten 
Einflüsse bereits sehr komplex und gegensätzlich. Außerdem wurde eine Transkriptions-
aktivierende LCoR Wirkung in Abhängigkeit des Promotors gezeigt (Fernandes et al., 2003). 
Um diese Probleme zu umgehen, wurden die AR-spezifischen, zellpermeablen PAB-CoR-
Peptide 9R-524 und 9R-513 genauer untersucht. Schließlich zeigt 9R-524 keine 
Abschwächung der AR-Bindung in Gegenwart aktiver PKA (Reeb und Gerlach et al., 2011). 
Dies ist gegenüber zellulären CoR vorteilhaft, da PKA den AR vermutlich über Dissoziation 
des CoR SMRT androgenunabhängig aktiviert (Dotzlaw et al., 2002; Sadar et al., 1999). 
Zunächst war eine Optimierung der PAB-CoR-Peptid Isolierung aus E. coli notwendig. Nach 
wenig erfolgreichen Änderungen der GST-Affinitätsaufreinigung konnte durch die 
Umstellung zum His-Tag die Ausbeute der halb so großen Fusionsproteine deutlich 
verbessert werden. Neben der stärkeren Expression wurde auch eine effizientere 
Affinitätsaufreinigung etabliert. Da His-Proteine im Gegensatz zu GST-Fusionen auch unter 
denaturierenden Bedingungen aufgereinigt werden können (Ahmad et al., 2003), werden 
potenziell aggregierte und in inclusion bodies akkumulierte, rekombinante Proteine stärker 
extrahiert. Um die wirksame Konzentration und somit unspezifischen Effekte zu verringern, 
wurde die PTD 9R durch TAT mit dem Ziel einer effizienteren Proteintransduktion ersetzt, da 
TAT gehäufter zu erfolgreichen Anwendungen führte (Heitz et al., 2009; Patel et al., 2007). 
Weiterhin ist TAT weniger zytotoxisch als Polyarginin-basierte PTD (Jones et al., 2005). 
Zudem ist eine geringere Affinität durch die weniger basische AS-Sequenz zur Zellmembran 
gegenüber 9R-524 (Reeb und Gerlach et al., 2011) zu erwarten, wodurch der Transport in die 
Zelle begünstigt wäre.  
Neben den niedrigeren theoretischen Instabilitätsindexen für die TAT-Fusionen ist auch die 
geschätzte Halbwertszeit in Säugerzellen (Expasy/Protparam) mit 30 h für die TAT-Peptide 
gegenüber 3,5 h für die 9R-Fusionen wesentlich höher. Der drastische Unterschied 
verdeutlicht den entscheidenden Einfluss der nur kurzen PTD auf die PAB-CoR-
Peptidstabilität und den großen Vorteil der eingesetzten TAT-Domäne. Neben der 
geringeren mit Proteinabbau assoziierten AS-Folge werden die Peptide eventuell auch 
geschützt, indem eine günstigere Konformation gefördert wird und für den Abbau 




Ein großes Problem besteht jedoch darin, dass die Proteine während der Dialyse 
präzipitieren. Dies geschieht vermutlich durch Salzbrücken zwischen dem His-Tag und 
negativ-geladenen AS (Warwicker und O´Connor, 1995), welche durch die anfangs hohe 
Imidzolkonzentration kompetitiv verhindert werden (Hamilton et al., 2003).  
Insgesamt konnte gegenüber der GST-vermittelten Aufreinigung über die Umstellung zum 
His-Tag dennoch eine ca. fünffach höhere Aubeute erzielt werden mit ca. 3 mg 9R-524 bzw. 
TAT-524 je l Bakterienkultur. 
 
5.4) Erhöhung der PAB-CoR-Peptid Löslichkeit 
Trotz Vorliegen physiologischer Bedingungen, wie z. B. durch den bisher verwendeten 
Dialysepuffer (DP) PBS, können Proteine aufgrund gestörter Sekundär- und Tertiärstrukturen 
präzipitieren. Daher wurde der Einfluss zehn verschiedener DP als Lösungsmittel der Peptide 
getestet, wonach für das Kontrollpeptid TAT das Reduktionsmittel DTT vorteilhaft ist. 
Demzufolge werden vermutlich Thiol-Gruppen, welche in den getesteten Peptiden TAT und 
TAT-524 durch jeweils zwei Cysteine vorkommen könnten, vor Oxidation geschützt und 
somit wahrscheinlich eine intakte Tertiärstruktur gewährleistet. Auch ZnCl hilft, TAT zu 
stabilisieren, obwohl in silico keine Zn-Finger bei TAT und TAT-524 ausgebildet werden 
(Bachelorarbeit K. Schärich, 2012; Expasy).  
Für TAT-524 scheint der anti-oxidative Schutz der Thiol-Gruppen sowie der Zusatz von ZnCl 
keine Rolle für dessen Löslichkeit zu spielen. DTT verringert sogar etwas die Ausbeute an 
löslichem TAT-524. Eventuell ist im Gegensatz zu TAT alleine die Ausbildung einer 
Disulfidbrücke für eine intakte Tertiärstruktur notwendig. Vorstellbar ist, dass sich diese 
hydrophobe Bindung zwischen den Cysteinen, eins mitten im SUMO-Peptid und das zweite 
kurz vor der PA-Sequenz, im Inneren des gefalteten TAT-524 Peptids befindet. Diese 
Disulfidbrücke könnte auf eine sehr günstige Konformation hindeuten. So wird eventuell das 
PA nach außen exponiert, entsprechend der Annahme von Hoppe-Seyler und Butz (2000), 
wobei neben TrxA auch SUMO als Gerüstprotein dient (Roisin et al., 2004). Darüber hinaus 
verbessert eine höhere NaCl-Konzentration die TAT-524 Ausbeute enorm, indem vermutlich 
die Salzionen das verschwindende Imidazol in seiner Funktion, Aggregation zu vermeiden, 
ersetzen (Bachelorarbeit K. Schärich, 2012). Weiterhin ist TRIS (DP 9) für beide Peptide 
besser geeignet als Natriumphosphat, wobei eventuell die höhere Pufferkapazität bei pH 8,0 




Schließlich wurde trotz Verlust durch Proteinabbau sowie Präzipitation während der Dialyse 
eine mehr als zweifach effizientere Ausbeute von löslichem His-TAT-524 mit 1,28 mg/l Kultur 
gegenüber dem GST-aufgereinigten 9R-524 erzielt. Gleichzeitig ist die Löslichkeit von 
TAT-524 geringer als bei TAT. Dies könnte am höheren isoelektrischen Punkt von TAT-524 
(6,22) bedingt sein, welcher näher am pH-Wert von DP 9 (8,0) liegt,verglichen zu TAT (5,81) 
(Expasy/Protparam). 
 
5.5) TAT-513 hemmt die LNCaP-Zellproliferation effizienter und spezifischer als TAT-524 
und führt in LNCaP-Zellen neben dem G1-Arrest zur Apoptose-Induktion  
Die TAT-fusionierten PAB-CoR-Peptide haben einen starken inhibitorischen Effekt auf das 
Wachstum der LNCaP-Zellen im nanomolaren Bereich. Währenddessen ist die inhibierende 
Wirkung von 55 nM TAT (im Folgenden definiert als mittlerer nanomolarer Bereich) und zu 
einem geringeren Maß von 36 nM TAT höchstwahrscheinlich auf die Zytotoxizität von DP 9 
zurückzuführen. Durch Beteiligung des PA 524 kommt es in beiden Konzentrationen zum 
vollständigen Absterben der LNCaP-Zellen. Weitaus effektiver ist TAT-513, welches zu einer 
ebenso starken Inhibierung führt, jedoch bei zweifach reduzierter Konzentration (18 nM, 
definiert als niederer nanomolarer Bereich). TAT-513 ist dabei wesentlich spezifischer als 
TAT-524. Hinsichtlich der Konzentration ist TAT-513 auch deutlich effizienter als der in der 
PCa-Therapie eingesetzte Antagonist Cas. So ist für den gleichen Effekt bei TAT-513 eine 
zehnfach geringere Konzentration zur Hemmung der PCa-Zellproliferation ausreichend.  
Als weiterer Vergleich konnte das Wachstum der PCa-Zelllinie SW480 durch 0,35 µM eines 
TAT-p53-Fusionsproteins halbiert werden (Yu et al., 2009). Die TAT-haltigen PAB-CoR-
Peptide und insbesondere TAT-513 stellen daher mit einer ca. zehn- bis 30-fach geringeren 
notwendigen Konzentration sehr effiziente und vielversprechende therapeutische Peptide 
dar, welche daher auch sehr geringe Nebenwirkungen haben könnten. Es wird selbst ca. 
zehnfach weniger Peptid, verglichen zur vorherigen 9R-Fusion, benötigt. Dies ist eventuell 
auf eine höhere Transduktionsfähigkeit durch TAT zurückzuführen, welche für den Transport 
adenoviraler Partikel gilt (Nigatu et al., 2013). Eine Erklärung für die höhere Effizienz der 
TAT- gegenüber der 9R-Fusionen könnte auch die in silico nachgewiesene sowie bei TAT-513 
die während des Frierens und Tauens höhere Stabilität sein. 
Als wahrscheinliche Ursachen der negativen Wachstumsregulation durch TAT-513 im 




identifiziert werden. Letzteres ist eventuell durch die Reduktion der AR-Proteinmenge 
bedingt (Liao et al., 2005). Dabei kann jedoch Nekrose nicht ausgeschlossen werden, da die 
PI-durchlässigen Zellen bereits durch das Kontrollpeptid und somit vermutlich AR-
unspezifisch und wahrscheinlich durch DP 9 erhöht sind.  
TAT-524 hat währenddessen keinen Einfluss auf den Apoptosemarker, verglichen zur 
unbehandelten Kontrolle. Neben einer mutmaßlichen Nekrose-Induktion aufgrund der 
starken PI-Färbung reduziert TAT-524 im mittleren nanomolaren Bereich die LNCaP-Zellzahl 
wahrscheinlich aufgrund eines G1-Arrests. Dieser ist gegenüber TAT-513 etwas stärker. Bei 
beiden PAB-CoR-Peptiden scheint der G1-Arrest nicht durch die Induktion von zellulärer 
Seneszenz, welche irreversibel ist, hervorgerufen zu sein.  
 
5.6) TAT-513 reguliert in LNCaP-Zellen, spezifischer als TAT-524, wichtige 
Zellzyklusfaktoren vermutlich durch Inhibierung des ARs 
Zur Aufklärung der molekularen Mechanismen wurden der AR sowie relevante 
Zellzyklusproteine per Westernblot-Analysen in TAT-513 und TAT-524 behandelten LNCaP-
Zellen untersucht. Als Ursache des PA-spezifischen Zellzyklusarrests durch TAT-513 konnte  
eine pRB-Dephoyphorylierung, das heißt eine pRB-Aktivierung als Resultat der Cyclin D1 
Verminderung sowie p27 Steigerung festgestellt werden. Cyclin D1 und p27 werden ebenso 
durch TAT-524 reguliert. Diese Änderungen sind vermutlich jeweils eine Folge der negativen 
Regulation der AR-Transaktivierung. Ferner wird die PA-spezifisch erhöhte Apoposerate 
durch TAT-513 höchstwahrscheinlich durch die beinahe zweifach verringerte AR-
Proteinmenge verursacht. Hingegen reduziert TAT-524 das AR-Protein völlig ohne 
Beteiligung des PA 524. 
Im Fall von TAT-513 im niederen nanomolaren Bereich könnte der AR durch Bindung des PA 
513 u. a. aufgrund von proteasomalem Abbau destabilisiert werden, eventuell ausgelöst 
durch Inhibierung der Assoziation mit schützenden HSP (Hessenkemper und Baniahmad, 
2013; Basak et al., 2008). Die Verringerung des AR-Proteins durch AR Degradierung ist als 
Mechanismus wahrscheinlicher als eine Hemmung der AR-Expression, da das PA 513 
nachweislich mit dem AR interagiert (Diplomarbeit I. Prade, 2008). Die Wirkungsweise durch 
TAT-524 im mittleren nanomolaren Bereich besteht möglicherweise in einer hohen 
intrazellulären TAT-524 Konzentration infolge einer effektiven Peptidtransduktion. So könnte 




trotz fehlender Konjugationsfunktion mit Proteinen interagiert. Durch die SUMOylierungs-
unabhängige Transrepressions-Funktion (Reeb und Gerlach et al., 2011; Yang et al., 2003) 
könnte SUMOG97A  verschiedene TF, darunter jene für dieAR-Expression, inhibieren. Auf diese 
Weise könnten auch die vermutlich LBD-negativen AR-Isoformen vorrangig PA-unabhängig 
gehemmt werden.  
Das PA 524 scheint den AR bzw. dessen Isoformen auf Ebene der Proteinmenge nicht 
maßgeblich zu targetieren. Dennoch trägt es entscheidend zur PSA Verminderung bei. Dies 
lässt auf eine spezifische Wirkung von TAT-524 auf Ebene der AR-Transaktivierung schließen. 
Tatsächlich konnte eine negative Regulation der transkriptionellen AR-Aktivität durch 9R-524 
sowie 9R-513 nach Transfektion der Expressionsplasmide in Reportergenassays 
nachgewiesen werden. Das PA 513 ist währenddessen deutlich an der Verringerung von PSA 
sowie auch der AR-Isoformen beteiligt. Der spezifische negative Einfluss von TAT-513 auf die 
Menge der AR-Splicevarianten könnte dieTransrepression der entsprechenden Mutante, 
gezeigt anhand von 9R-513 im Reportergenassay, bewirken. Hingegen reguliert TAT-524 die 
AR-Isoformen PA-unspezifischer und scheinbar nur auf Ebene der Proteinmenge, ohne 
jedoch deren Funktion zu hemmen. Die negative Beeinflussung der konstitutiven Aktivität 
der AR-Isoformen ist sehr aussichtsreich, um das Wachstum von CRPC zu unterdrücken 
(Haile und Sadar, 2011). So vermitteln diese AR-Splicevarianten die Resistenz gegenüber 
dem neuen Antagonisten MDV3100 (Li et al., 2013). Daher stellt TAT-513 einen viel-
versprechenden AR-CoR zur Inhibierung des kastrationsresistenten PCa-Wachstums dar. 
Die starke negative Regulation der Cyclin D1-Proteinmenge durch beide PAB-CoR-Peptide, 
welche bei TAT-513 spezifisch durch das PA 513 hervorgerufen wird, ist mit hoher 
Wahrscheinlichkeit beteiligt an der gehemmten LNCaP-Zellproliferation. Für die Cyclin D1 
Verminderung könnte die mutmaßliche AR Destabilisierung verantwortlich sein, da der 
aktivierte AR im Cytoplasma über mTOR zur Cyclin D1 Akkumulation führt (Balk und 
Knudsen, 2008). Der PA-spezifische Effekt von TAT-524 auf Cyclin D1 könnte hingegen durch 
direkte Interaktion zwischen dem PA 524 und Cyclin D1 bzw.-assoziierter Signalwege 
beruhen. Dies verdeutlicht, dass TAT-524 weniger zielgerichtete Effekte bewirkt und 
vermutlich eine Vielzahl von Proteinen, unabhängig von einer AR-Targetierung, reguliert. 
Es kann angenommen werden, dass die deutliche TAT-513-vermittelte Reduktion von p21, 
welches in LNCaP-Zellen als Tumorsuppressor wirkt (Dissertation J. Rödiger, 2012; Lincova et 




des gleichermaßen PA-abhängig verringerten AR-Proteins bzw. dessen Funktion sein, da p21 
ein direktes AR-Zielgen ist (Lu et al., 1999). Durch TAT-524 besteht nur eine geringfügige 
sowie PA-unabhängige negative p21 Regulation, welche eventuell durch den ebenfalls 
alleinig von TAT verminderten AR erfolgt. 
Bezüglich einer möglichen p21-vermittelten Apoptose-Induktion (Srivastava et al., 2007) 
durch TAT-513 könnte p21 direkt anschließend abgebaut werden. Ein ähnliches Phänomen 
besteht in seneszenten LNCaP-Zellen. Dabei fällt nach anfänglicher p21 Akkumulation zur 
Induktion das Level bei Erreichen des Stadiums ab, während p16 für die Aufrechterhaltung 
sorgt (Dissertation J.Rödiger 2012; Stein et. al., 1999). Darüber hinaus ist bei der Apoptose-
Induktion durch TAT-513 auch eine Reduktion des anti-apoptotischen Proteins Bcl-xL 
denkbar, ähnlich der Regulation durch knockdown des ARs (Liao et al., 2005). 
Eine weitere PA-abhängige Wirkung von TAT-513 im niederen nanomolaren Bereich besteht 
in der Steigerung des Tumorsuppressors p27, welche ebenfalls durch den spezifisch 
gehemmten AR begründet sein kann. Denn der aktivierte AR führt zur p27 Degradierung 
(Balk und Knudsen, 2008). Die p27 Erhöhung trägt durch Blockierung der Cyclin (u. a. 
Cyclin D1)-abhängigen Kinasen zusammen mit der Cyclin D1 Verminderung 
höchstwahrscheinlich entscheidend zum Zellzyklusarrest bei. TAT zeigt im mittleren 
nanomolaren Bereich ebenfalls die negative Korrelation zwischen AR und p27, wobei TAT-
524 keinen weiteren Effekt hat. 
Darüber hinaus wird Src durch beide Peptide ohne Einfluss der PA dephosporyliert und somit 
vermutlich inaktiviert (nicht gezeigt). Diese nicht durch die AR Hemmung vermittelte Src-
Inhibierung könnte zur unspezifischen Wachstumshemmung, welche auch geringfügig durch 
das Kontrollpeptid im niederen nanomolaren Bereich verursacht wird, beitragen. 
TAT-513 vermindert des Weiteren die pRB-Phosphorylierung, was ein Indiz für die 
Aktivierung dieses Tumorsuppressors ist. Dies könnte indirekt durch die AR Reduktion 
erfolgen. Denn der AR inaktiviert pRB, indem er über  Akkumulation von Cyclin D1 die CDK 4- 
Aktivität erhöht und somit pRB phosphoryliert. Außerdem führt auch die AR-induzierte p27 
Degradierung zur Cyclin E/CDK 2-abhängigen Inaktivierung von pRB (Balk und Knudsen, 
2008). Entsprechend der indirekten pRB Regulation durch die übergeordneten AR-
Zielproteine Cyclin D1 und p27 ist der Effekt von TAT-513 auf pRB vergleichsweise geringer. 
Schließlich führt vermutlich die pRB-Aktivierung zum verlangsamten Zellzyklus. Bei TAT-524 




aufgrund der Cyclin D1 Reduktion sowie der Erhöhung von p27 durch andere Pocket 
Proteine wie p130 und p107 vermittelt.  
Die Wirkmechanismen der G1-Arrest-vermittelten Wachstumshemmung durch die PAB-CoR-
Peptide könnten demnach ähnlich sein. Sie sind allerdings in ihrer Spezifität unterschiedlich. 
So wird das Wachstum der LNCaP-Zellen durch die Regulation der Zellzyklus-Proteine, 
welche bei TAT-513 teilweise stärker und vor allem PA-spezifisch ist, gehemmt. Dabei 
werden, ausgehend von der Verminderung und Inhibierung des AR Zielmoleküls, die Mengen 
von Cyclin D1 sowie p21 negativ und p27 positiv spezifisch reguliert (Abb. 6.1). Das heißt, die 
anderen Peptidomänen, außer PA 513, haben bei dieser Konzentration keinen Einfluss auf 
die Zellzyklusproteine oder das in DP 9 enthaltene Salz bzw. Glyzerin ist ausreichend gering 
konzentriert. Dies gibt Hinweise auf eine spezifische sowie hochaffine AR-Bindung durch das 
PA 513 im niederen nanomolaren Bereich. Folglich sollte für eine möglichst spezifische und 
somit nebenwirkungsarme Inhibierung des PCa-Wachstums durch TAT-513 eine maximale 
Konzentration von 18 nM bzw. 10 % Volumenanteil eingesetzt werden aufgrund der Wirkung 
des Kontrollpeptids auf die AR-Isoformen, PSA sowie pRB. Neben der höheren Spezifität 
reduziert TAT-513 außerdem die Proteinmengen von PSA sowie p21 1,5- bis zweifach 
stärker. Darüber hinaus scheinen die PAB-CoR-Peptide die AR-Aktivität auf verschiedenen 
Ebenen zu hemmen. So vermittelt TAT-513 vermutlich den Abbau des AR-Proteins. 
Währenddessen fungieren beide, das heißt TAT-513 eventuell zusätzlich, als AR-CoR, indem 
sie die AR-Transaktivierung hemmen. Dabei sind verschiedene Mechanismen denkbar. Außer 
der Rekrutierung von HDAC und weiteren CoR, kann die AR N-C-Interaktion, -Translokation 
sowie -DNA- und -CoA-Bindung unterdrückt werden (Wang et al., 2005). Die Degradierung 
des ARs als Strategie für dessen Inaktivierung ist dabei zielsicherer, da viele Proliferations-
fördernde Funktionen des ARs nicht nur über direkte Transkriptionsaktivierung, sondern 
auch über nicht-genomische Effekte vermittelt werden (Yuan et al., 2013). Als weiterer 
Vorteil induziert der AR Abbau Apoptose in LNCaP-Zellen (Liao et al., 2005). 
 
5.7) TAT-513 inhibiert das Wachstum der C4-2-Zellen auch effizient und ebenfalls in 
Abhängigkeit des ARs, während TAT-524 unspezifisch wirkt 
Das Wachstum der von LNCaP-Zellen abstammenden, androgenunabhängigen C4-2-Zellen 
wird nach drei Tagen durch TAT-524 inhibiert, ähnlich wie das der LNCaP-Zellen. Die 




TAT-513 stärker und auch ähnlich effektiv wie in LNCaP-Zellen das Wachstum der C4-2-
Zellen, allerdings auch ohne Beeinflussung der Apoptoserate. Die Mechanismen der 
Proliferationshemmung in C4-2-Zellen lassen sich möglicherweise auf einen Zellzyklus-Arrest 
zurückführen. Offenbar besteht in den androgenunabhängigen Zellen eine Apoptose-
resistenz gegenüber TAT-513, eventuell durch einen fehlenden AR Abbau. Daher scheinen 
nicht-letale Prozesse wie z. B. ein G1-Arrest eine Rolle zu spielen, bei welchem wie bei 
LNCaP-Zellen, interessanterweise keine zelluläre Seneszenz–Marker exprimiert werden. 
Der anscheinende Wechsel zur mäßigeren wachstumshemmenden Wirkungsweise in 
androgenunabhängigen gegenüber -abhängigen Zellen könnte langfristig zur Überwindung 
der Proliferationshemmung führen, indem die PCa-Zellen vermehrt überleben und eventuell 
zur Zellteilung reaktiviert werden. Für die Apoptose-Resistenz können womöglich, falls TAT-
513 dennoch das AR-Protein verringert, die in CRPC höhere Aktivität onkogener Signalwege, 
wie z. B. der Insulin-like-, Keratinozyten- und Epidermalen-Wachstumsfaktoren (Karantanos 
et al., 2013), bzw. die Herunteregulation wichtiger Tumorsuppressoren verantwortlich sein. 
Dabei kann das für die Apoptose-Induktion entscheidende p53 ausgeschlossen werden, da 
dieses bei C4-2-Zellen funktionell ist (Liu et al., 2013b). Hingegen ist das Proto-Onkogen 
Myb, welches Zellteilung sowie –Überleben durch Induktion von Bcl-xL fördert, in C4-2-
Zellen überexprimert und es scheint an der Apoptoseresistenz gegenüber der 
Androgendepletion beteiligt zu sein (Srivastava et al., 2012). Dementsprechend könnte 
dieser Mechanismus zur Überwindung der ADT auch die Funktion von TAT-513 
beeinträchtigen. Es könnte außerdem das in C4-2 gegenüber LNCaP-Zellen verstärkte Src-
Signaling, welches anhand des Fos-regulierten Reportergens gezeigt wurde, für die 
Apoptoseresistenz verantwortlich sein (Chang et al., 2007). Andererseits ist auch die erhöhte 
R1881-Induktion der AR-Isoformen als Grund der milderen Wirkungsweise von TAT-513 
vorstellbar. Schließlich aktivieren diese ein transkriptionelles Profil mit überwiegend 
Zellzyklus-fördernden Genen, wohingegen der f.l. AR Gene für Differenzierung, 
Makromolekularsynthese sowie Metabolismus induziert (Hu et al., 2012). Dennoch hemmt 
TAT-513 die C4-2-Zellproliferation ähnlich effizient wie die der LNCaP-Zellen. So ist bei einer 
zeitlich begrenzten Behandlung nicht von einer schlechteren Wirksamkeit in 
androgenunabhängigen PCa-Zellen auszugehen. 
Sehr vielversprechend ist, dass die ca. zweifache Proliferationshemmung durch TAT-513 in 




Zielmoleküls AR geschieht, da TAT-513 keinen Effekt in den AR-negativen PC3-Zellen hat. 
Demnach könnte die Wachstumshemmung alleinig durch spezifische AR-Bindung des PA 513 
erfolgen. Somit werden offensichtlich gezielt AR-positive PCa-Zellen durch TAT-513 
gehemmt. Demgegenüber steht TAT-524, welches die PC3-Zellzahl völlig ohne Beteiligung 
des PA halbiert. Dies unterstützt die Vermutung, dass das PA 524 neben dem AR weitere 
Proteine bindet. Der stärkere TAT-524 Effekt gegenüber den PCa-Zellen beruht eventuell auf 
Hemmung der in den PC3-Zellen vermehrten, kompensatorischen Signalwege, welche in 
LNCaP- und C4-2-Zellen weniger relevant sind.  
 
5.8) TAT-513 zeigt das größere Potenzial zur AR Inhibierung, wobei AR-T877A durch beide 
PAB-CoR-Peptide vor allem in Gegenwart von R1881 gehemmt wird 
GST-Pulldowns deuten an, dass ähnlich wie LCoR auch der synthetische CoR 9R-524 die AR-
T877A-Mutante in Gegenwart von R1881 stärker bindet als ohne Hormon. Dies könnte für 
gleiche AR-Interaktionsmotive sprechen. Allerdings liegt keine signifikante Ähnlichkeit der 
AS-Sequenzen vor (NCBI/Proteinblast). Dennoch wird aufgrund der gleichermaßen 
Androgen-verstärkten Interaktion eventuell die gleiche AR-Region gebunden, was auf die AR-
DBD (Asim et al., 2011) schließen lässt. Eine Analyse mittels AR-Deletionen ergab tatsächlich, 
dass 9R-524 neben der AR-LBD auch die -DBD bindet. Die Region 39-328 im N-Terminus ist 
des Weiteren essentiell (Masterarbeit A. Ghanem, 2012) und wahrscheinlich ebenso die LBD 
aufgrund fehlender Inhibierung der entsprechenden Mutante. Es scheint, dass weniger eine 
eingegrenzte Region, sondern vielmehr die Oberfläche des gefalteten AR-Proteins durch die 
PAB-CoR-Peptide in Abhängigkeit der Liganden-induzierten Konformation gebunden wird. 
Die LBD spielt hingegen bei 9R-513 offenbar keine Rolle für die Bindung.  
Die stärkere AR-Bindung von 9R-524 in Anwesenheit von Androgenen, welche sich in der 
Hemmung der AR-T877A-Transaktivierung widerspiegelt und somit auch für 9R-513 
angenommen werden kann, könnte vorteilhaft für eine zukünftige Therapie sein. Die 
bisherige ADT und auch Antagonisten wären eventuell überflüssig, wodurch möglicherweise 
Kastrations- sowie Antagonistresistenzen überwunden bzw. vermieden werden könnten. Es 
kann vermutet werden, dass der neue AR-CoR TAT-513 vorwiegend mit physiologischen 
Androgenkonzentrationen, entsprechend 10-10 bis 10-8 M R1881, wirksam ist. So wäre 
dessen Einsatz ohne kombinatorische Behandlung und folglich weniger Nebeneffekten sehr 




darstellen. Denn das durch die Therapie entstandene Defizit an funktionellen CoR (Waltering 
et al., 2012; Godoy et al., 2012; Eisold et al., 2009; Zhang et al., 2008; Chmelar et al., 2007; 
Chen et al., 2004; Dotzlaw et al., 2002) könnte durch das Einschleusen des zellpermeablen 
CoR-Peptids kompensiert werden. Dadurch wird ein neuer Mechanismus der AR Hemmung 
umgesetzt. Die Resistenzen der vorherigen Präparate könnten überwunden werden. Eine  
alternierende Behandlung z. B. mit dem Antagonisten MDV3100, welcher die AR-
Translokation blockiert (Yuan et al., 2013), könnte eine Tumorprogression langfristig 
verhindern. So kann jeweils auf einen anderen molekularen Mechanismus zurückgegriffen 
werden, was eine dauerhafte Hemmung des PCa-Wachstums ermöglichen könnte. 
Interessant ist weiterhin, dass andererseits die stärkste spezifische AR-Bindung von 9R-524, 
das heißt relativ zum Kontrollpeptid, mit dem Antagonisten OH-F erreicht wird. Diese 
Kombination verursacht ebenfalls die stärkste Hemmung der PSA-Expression nach 
Behandlung der LNCaP-Zellen (Reeb und Gerlach et al., 2011). So kann der AR-T877A-
aktivierende Antagonist OH-F (Veldscholte et al., 1992) durch 9R-524 vermutlich wieder 
antagonistisch wirken, wodurch eventuell ein wesentlicher Mechanismus der Progression 
zum therapieresistenten Wachstum ausgeschaltet wird. 
9R-513 ist für die Hemmung der AR-Transaktivierung besonders effektiv und zeigt im 
Vergleich zu 9R-524 einen größeren Wirkbereich auf den wtAR sowie AR-T877A hinsichtlich 
der Liganden. Dies könnte vielversprechend für die Hemmung des androgenunabhängig 
aktivierten AR sein, dessen Ligandenspezifität breiter ist. 9R-513 inhibiert im Gegensatz zu 
9R-524 auch die konstitutiv-aktive AR-deltaLBD-Mutante. Dies ist besonders bedeutsam, da 
die Mutante maßgeblich zur Androgenunabhängigkeit beiträgt (Haile und Sadar, 2011) und 
ausreichend für die Resistenz gegenüber MDV3001 ist (Li et al., 2013). Daher könnte 9R-513 
einen weiteren zentralen Mechanismus für die Entstehung von Resistenzen überwinden. 
In dieser Hinsicht ist 9R-513 ebenfalls vielversprechend aufgrund der ähnlich starken 
Hemmung der AR-Transaktivierung in Anwesenheit aktiver PKA, welche eine massive 
Steigerung der AR-Aktivität bewirkt. Letzteres steht im Einklang mit der PKA-vermittelten 
androgenunabhängigen AR Aktivierung und der daraus folgenden PCa-Progression (Sarwar 
et al., 2013; Sadar et al., 1999). Es könnte sogar sein, dass 9R-513 durch die Hemmung der 
PKA-induzierten AR-Transaktivierung einen weiteren Mechanismus der Tumorprogression 
unterdrückt. Denn einige PKA-Untereinheiten gehören zu den AR-Zielgenen (Kvissel et al., 




Differenzierung von PCa-Zellen zu bewirken. Diese vermitteln Proliferationssignale, wodurch 
sie androgenunabhängiges PCa-Wachstum parakrin fördern (Deeble et al., 2007).  
Mit der Unterbindung dieser positiven Rückkopplung des PKA-aktivierten AR könnte 9R-513 
zusätzlich eine erneute Hemmung des fortgeschrittenen Tumorwachstums erreichen. Es ist 
daher gegenüber endogenen CoR ein großer Vorteil, dass 9R-513 nicht wie SMRT durch die 
PKA (Dotzlaw et al., 2002) oder wie LCoR durch Src in Gegenwart von R1881 in LNCaP-Zellen 
negativ beeinflusst wird. Demnach stellt TAT-513, sowohl gegenüber potenziellen LCoR-
basierten CoR als auch TAT-524, ein aussichtsreiches Peptid zur beständigen AR Inhibierung, 
vermutlich unabhängig vom Status der Androgenabhängigkeit, dar. Nicht zuletzt ist TAT-513 
durch den Verzicht des bakteriellen Gerüstproteins TrxA gegenüber TAT-524 sehr 
erfolgsversprechend, wodurch das Risiko von Immunreaktionen verringert ist. 
 
5.9) Aussicht 
Trotz der effizienten Wirkung von TAT-513 könnte durch Austausch der 
Transrepressionsdomäne eine erhebliche Optimierung erreicht werden. Schließlich ist der 
apoptotische Effekt in LNCaP-Zellen gegenüber TAT wesentlich stärker als verglichen zur 
unbehandelten Kontrolle, so dass ein hohes Potenzial des PA 513 besteht. Ein Ersatz könnte 
die Sin interacting Domain (SID) des DNA-bindenden Proteins MAD1 sein, welches nach 
Fusion an TF deren Aktivität hemmt (Ayer et al., 1996). Dabei könnte die geringe Größe von 
nur 35 AS vorteilhaft für die Spezifität des synthetischen CoR sein. Um des Weiteren das 
Potenzial des PA 513 zu nutzen, sollte auch DP 9 ersetzt werden. Dessen zytotoxische 
Wirkung beruht vermutlich auf Glyzerin (7 %). Um die Stabilität während des Frierens und 
Tauens zu gewährleisten, wäre eine Mischung von Kryoprotektoren effektiver und weniger 
zellschädlich als einzelne Substanzen. Z. B. wird Sukrose mit Propylenglykol zur Oocyten-
Kryokonservierung kombiniert (Dike et al., 2013).  
Nach dieser ersten Analyse der PAB-CoR Wirkung ist es wichtig, die Mechanismen auch in 
C4-2- und PC3-Zellen zu identifizieren. Somit sollten die Effekte nachgewiesen werden, die 
ausschließlich auf Targetierung des ARs beruhen. Aufschluss zur Spezifität könnte auch eine 
Massenspektrometrie der interagierenden Proteine nach TAT-513-Pulldown geben. Darüber 
hinaus sollte die vermutete AR Degradierung als Auslöser der Apoptose in LNCaP-Zellen, 
anhand eines Proteasominhibitors, verifiziert werden. Bezüglich der Apoptose-Resistenz in 




Um zusätzlich abzusichern, dass TAT-513 den AR stabil inhibiert, sollte der Einfluss weiterer, 
in CRPC verstärkter Signalwege, wie Src, die HER2/neu Rezeptor-Tyrosinkinase, EGFR oder 
IGFR (McCall et al., 2008; Kaarbo et al., 2007), untersucht werden. 
Für die weitere Aufklärung der molekularen Mechanismen ist es sinnvoll, anhand einer GFP-
Fusion die AR-Lokalisation stundenweise in lebenden Zellen nach TAT-513 Behandlung zu 
ermitteln. Dies würde Aufschluss geben, ob die inhibierte AR-Transaktivierung neben der AR 
Degradierung überwiegend durch Translokationshemmung oder im Zellkern vermittelt wird. 
Demnach wäre auch die Untersuchung der AR-Chromatinbindung anhand von ChIP sinnvoll. 
In dieser Hinsicht ist interessant, ob das Chromatin lokal kondensiert wird. Dabei wäre die 
Analyse der Modifikationen via ChIP sowie der DNA-Methylierung via Bisulfit-Sequenzierung, 
welche eine mitotisch stabile Genrepression andeutet, aufschlussreich. Um den Status der 
AR-Transaktivierung besser zu beurteilen als durch PSA, welches kein aussagekräftiger 
Marker ist, sollten mehrere AR-Zielgene untersucht werden (Laxman et al., 2008). Dabei sind 
besonders Zellzyklus-assoziierte Gene relevant, wie z. B. RAB4A, ein Ras Onkoprotein (Taplin, 
2007); TMPRSS2; die onkogene PI3K-Untereinheit p58 (Balk und Knudsen, 2008); das 
mutmaßliche Onkogen TSPY und die Metastasen-fördernden Gene AGR 2 sowie MMP 2 und 
MMP 9 (Hara et al., 2008; Zhang et al., 2008).  
Dementsprechend sollte auch der TAT-513 Einfluss auf die Invasion, vor allem der 
entsprechend aggressiveren androgenunabhängigen PCa-Zellen (Bonaccorsi et al., 2003) 
analysiert werden. Um schließlich Einblick in die in vivo Funktion zu erhalten, sollten PCa-
Xenografts in immundefizienten Mäusen durch tumornahe Injektion (Bowne et al., 2007) 
behandelt werden unter Analyse der AR-Aktivität bzw. der Zellzyklusproteine. Zusätzlich 
wäre der Einsatz im immunkompetenten PCa-Modell, den TRAMP-Mäusen, sehr wichtig.  
Sehr bedeutsam ist die spezifische Targetierung von PCa-Zellen, da zellpermeable Peptide 
gleichmäßig in vivo verteilt sind (Wadia und Dowdy, 2005). Zur Vermeidung des Einflusses 
anderer androgenregulierter Gewebe, wie sie durch die Antagonisten in Form von 
Muskelabbau, Gynäkomastie und Depressionen auftreten, ist die Fusion mit einem Liganden 
für PCa-spezifische Proteine sinnvoll. So wird das Transmembranprotein Tomoregulin nur in 
Prostata und Gehirn exprimiert. Aufgrund der erhöhten Expression in PCa-Zellen ist es ein 
vielversprechendes Target (Zhao et al., 2008; Zhao et al., 2005). Als weiteres PCa-
spezifisches Target wäre außerdem das Prostate specific Membrane Antigen (PSMA) denkbar 






Ziel dieser Arbeit war die Umsetzung eines neuen Ansatzes zur Hemmung der Proliferation 
von PCa-Zellen. Dabei sollten zellpermeable, AR-spezifische CoR-Peptide einen wesentlichen 
Mechanismus der PCa-Progression überwinden, indem diese vektorfrei den Mangel an 
funktionellen AR-CoR vorbeugen bzw. ausgleichen sollten. Der zunächst untersuchte 
humane CoR LCoR als Basis neuer potenzieller AR-spezifischer CoR stellte sich dabei als 
ungeeignet heraus. Grund dafür ist die sehr komplexe und gegensätzliche Regulation durch 
das Zusammenspiel von Androgenen und Src-Signaling. Zur konstanteren AR Inhibierung, 
welche unabhängiger vom Status der Androgenabhängigkeit sein sollte, wurden so die zuvor 
generierten neuartigen, zellpermeablen PAB-CoR-Peptide weiterentwickelt. Die Herstellung 
sowie Löslichkeit unter physiologischen Bedingungen wurden optimiert, so dass schließlich 
das Wachstum von PCa-Zellen effektiv im nanomolaren Bereich inhibiert werden konnte.  
9R-513 zeigt in Transfektionsassays keine negative Beeinflussung durch die mit 
Androgenunabhängigkeit-assoziierte PKA und ist außerdem besonders vielversprechend 
durch die effiziente Hemmung der konstitutiv-aktiven LBD-negativen AR-Isoformen. Die 
verstärkte AR-Interaktion und -Inhibierung beider PAB-CoR-Peptide in Gegenwart von R1881 
stellt einen günstigen Mechanismus dar, welcher möglicherweise keine ADT oder AR-
Antagonisten erfordert. 9R-513 ist dabei als AR-CoR wirksamer, da es ein größeres 
Wirkspektrum hinsichtlich der AR-Liganden zeigt, was ebenfalls sehr aussichtsreich bei der 
Hemmung mutierter AR-Proteine sein kann, deren Ligandenspezifität breiter ist. Insgesamt 
könnten durch diesen neuen Ansatz, der Zufuhr zellpermeabler CoR-Peptide, wesentliche 
Ursachen der PCa-Progression unterdrückt werden sowie bereits bestehende Resistenzen 
überwunden werden. Die inhibierte AR-Transaktivierung in den Reportergenassays spiegelt 
sich in der Reduktion des PSA-Proteins in den PAB-CoR behandelten LNCaP-Zellen wider.  
Letztendlich wurde die Hypothese der spezifischen AR-Inaktivierung bestätigt, insbesondere 
durch TAT-513, welches zum Teil die AR-Proteinmenge reduziert. Dies ist eine zielsicherere 
Strategie, da auch die nicht-genomischen AR-Signalwege gehemmt werden und darüber 
hinaus Apoptose in LNCaP-Zellen induziert wird. Ausgehend von der AR-Targetierung führt 
vor allem TAT-513 zur spezifischen Regulation der zentralen Zellzyklusproteine Cyclin D1, 
p21, p27 und pRB in LNCaP-Zellen (Abb. 6.1), wodurch die Proliferation infolge eines G1-








Abb. 6.1) Hypothetische Inhibierung der LNCaP-Zellproliferation durch TAT-513 im niederen nanomolaren 
Bereich aufgrund der Reduktion der AR-Menge und der daraus folgenden Regulation der Zellzyklusproteine 
Die Ursache des TAT-513 -induzierten G1-Arrests sowie der Apoptose ist mutmaßlich die Degradierung des AR-
Proteins, darunter auch dessen Isoformen. Die Inhibierung der AR-Transaktivierung führt zum Teil infolge des 
AR Abbaus zur Repression der AR-Zielgene PSA und p21. Zusammen mit der, jeweils durch den AR Abbau 
bedingten Cyclin D1 Verminderung unterdrückt vermehrtes p27 die pRB-Phosphorylierung. Das Ergebnis ist ein 
verlangsamter Übergang zur S-Phase. Des Weiteren vermittelt der AR Abbau vermutlich durch Reduktion von 
Bcl-xL die Apoptose-Induktion. Darüber hinaus wird Src durch beide Peptide, ohne Einfluss der PA 
dephosphoryliert (Y416) und demnach inaktiviert, was zur leichten unspezifischen Wachstumshemmung 
beitragen könnte (nicht gezeigt). Die dargestellten Regulationen erfolgen spezifisch in Abhängigkeit des PA 513 
und sind somit wahrscheinlich das Ergebnis der AR Inhibierung. Die TAT-513 Effekte sind wesentlich 
spezifischer und teilweise effizienter als TAT-524, welches vorrangig PA-unabhängig wirkt und das Wachstum 
über einen G1-Arrest, jedoch ohne Induktion von Apoptose hemmt. TAT-513 inhibiert im Gegensatz zu TAT-524 
gezielt AR-positive PCa-Zellen. In orange sind negative, in grün positive Effekte durch TAT-513 dargestellt. 
 
Die PCa-Wachstumshemmung durch TAT-513, welche ähnlich stark in den androgenun-
abhängigen C4-2-Zellen, jedoch ohne Beteiligung von Apoptose ist, erfolgt in Abhängigkeit 
des ARs. Demnach stellt TAT-513, auch aufgrund des fehlenden potenziell immunogenen 
Gerüstproteins ein sehr aussichtsreiches AR-spezifisches sowie zellpermeables CoR-Peptid 
zur Hemmung des PCa-Wachstums dar. Unabhängig von kompensatorisch aktivierten 
Signalwegen nach der ADT sowie Antagonisten bzw. sogar trotz AR-Mutationen sowie LBD-
Deletionen könnte TAT-513 die AR-Aktivität vermutlich effektiv, vollständig und konstant 
inhibieren. Demzufolge wurde in dieser Arbeit mit TAT-513 ein neuer Ansatz zur vektorfreien 
Peptidtherapie des PCa verwirklicht. Insbesondere die ADT- und Antagonist-resistenten 
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Abb. A1) In LNCaP-Zellen ist das Verhältnis von LCoR- zum AR-Protein größer als in C4-2-Zellen 
Die Westernblot-Analysen gegen AR (α-AR), LCoR (α-LCoR) sowie Aktin (α-Aktin) zur Normalisierung 
wurden in C4-2- und LNCaP-Zellen durchgeführt. In Abb. 4.8 sind die LCoR-Proteinmengen nach 
Behandlung mit R1881 und PP2 gezeigt. Es wurden jeweils 300.000 Zellen in je zwei 6-Wells in 
Hormon-depletiertem Medium mit 0,1 % DMSO für 72 h kultiviert. Rechts sind die mit Aktin 
normalisierten und quantifizierten Proteinmengen dargestellt. In LNCaP-Zellen ist ca. dreifach mehr 




Abb. A2) Ermitteln einer Positivkontrolle zur Apoptose-Induktion in LNCaP-Zellen 
Gezeigt ist jeweils der durch FACS-Analyse quantifizierte Anteil der Propidiumiodid(PI)-positiven, 
FITC-Annexin V sowie doppelt positiven Zellen. Die Zellen wurden für 72 h mit 125 µM 
Flufenaminsäure (FS), Serumentzug (10 %Charcoal Stripped Serum, CSS im Medium), 8,6 µM 
Doxorubicin (Doxo) sowie 4,5 oder 9 µM Bleomycin (Bleo) behandelt. Dabei zeigt eine Inkubation mit  




































































Induktion (3,6-fach) der Annexin V-positiven Zellen bei dreifacher Reduktion der Zelldichte (nicht 
gezeigt), ohne Einfluss auf die doppelt-gefärbten Zellen zu haben. Die dreitägige FS-Behandlung zeigt 
eine weniger starke Induktion, dafür aber einen leichten Anstieg der PI-haltigen Zellen. Ebenfalls 
effizient ist die Behandlung mit 8,6 µM Doxorubicin (Doxo, DNA-Fragmentierung nach 48 h in LNCaP-
Zellen, Collins et al, 2006) mit einer 2,5-fachen Annexin V-Erhöhung sowie circa sechsfachen 
Verringerung der Zelldichte (nicht gezeigt), wobei auch die doppelt- sowie PI-gefärbten Zellen massiv 
erhöht sind, was auf einen sehr späten Zeitpunkt der Apoptose bzw. Nekrose schließen lässt. 
Serumentzug (CSS, DNA-Fragmentierung nach 72 h, Nadiminty et al., 2008) bewirkt eine leichte 
Induktion, während das DNA-Strangbruch induzierende Bleomycin (Bleo) kaum den Anteil 






Abb. A3) Darstellung der Apoptose-Analyse in Dotplots 
A) Am Beispiel von 125 µM FS für 36 h ist gezeigt, dass die apoptotischen Zellen (Annexin-FITC 
positiv, Quadrant unten rechts) der linken Population im FSC-SSC Dotplot entsprechen, das heißt, sie 
weisen eine höhere Granularität auf und sind etwas kleiner. Dieses Phänomen wurde von Kerr et al. 
(1972) beschrieben.  
B)Darstellung der Dotplots nach 72 h Behandlung der LNCaP-Zellen aus Abb. 4.23B.  
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Abb. A4) Ermitteln der Positivkontrolle zur Apoptose-Induktion in C4-2- und PC3-Zellen 
Gezeigt ist jeweils der durch FACS-Analyse quantifizierte Anteil der PI-positiven, FITC-Annexin V-
sowie doppelt positiven Zellen nach 72 h Behandlung. 125 µM Flufenaminsäure (FS) induziert in 
C4-2-Zellen nach 72 h vorwiegend die Annexin V-gefärbten Zellen (3-fach), ähnlich den LNCaP-Zellen. 
3,5 µM Doxorubicin (Doxo) erzielt ein höheres Level (5,5-fach), aber auch die doppelt-positiven 
Zellen sind deutlich erhöht  (1,8-fach). Die Induktionsraten korrelieren mit der Wachstumshemmung 
(nicht gezeigt).  
In PC3-Zellen senkt FS sogar die Apoptoserate, während Nekrose scheinbar etwas (1,3-fach) steigt. 
Dies ist ein Hinweis, dass FS durch den AR Abbau eine erhöhte Apoptoserate in LNCaP- und C4-2-
Zellen bewirkt. Das Wachstum ist ebenfalls kaum beeinflusst (nicht gezeigt). 3,5 µM Doxo erreicht 
nur geringfügig (1,6-fach) eine Erhöhung der frühen Apoptose trotz zweifacher 
Wachstumshemmung. Somit werden für C4-2-Zellen 125 µM FS und für PC3-Zellen 3,5 µM Doxo 72 h 
als Positivkontrolle für die FITC-Annexin V-Färbung gewählt.  
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